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Az utóbbi években nagy átalakulás zajlik az orvostudományban, az intuitív 
gyógyítást egyre gyorsabban váltja fel a molekuláris diagnózison alapuló precíziós vagy 
„stratified medicine”. A klasszikus betegségeket molekuláris markerek segítségével 
szűkebb, de homogénebb csoportokra osztják fel, amikre ezután könnyebb lesz az adott 
gyógyszereket alkalmazni. A cél a fals negatív esetek kiszűrése és a veszélyes vagy nem 
előre elvárt gyógyszerhatásokat adó betegek megtalálása. A molekuláris diagnosztika 
célmolekuláit, a biomarkereket általában nagy áteresztőképességű, pásztázó 
módszerekkel nyerik és ezek a molekulák többnyire fehérje, metabolit vagy RNS-DNS 
molekulák. Azonban tágabb értelemben, újabban biomarkerként használnak jellegzetes 
és reprodukálható mérési mintázatokat akkor is, ha a pontos molekula azonosítása nem 
történt meg. A disszertációban összefoglalásra kerülő munkákat a biomarker keresés 
fűzi egységbe.  
Eredeti célunk egy gyors és megbízható módszer kidolgozása volt idegrendszeri 
betegségek diagnosztizálására. A diagnosztizáláshoz szükség van valamilyen betegség-
specifikus molekuláris marker vagy mintázat azonosítására, amelyre módszerek széles 
skáláját dolgozták már ki. A rendszerbiológiai módszerek (proteomika, genomika, 
lipidomika, metabolomika) előnye, hogy nem egy specifikus, előre meghatározott 
molekulát vagy molekulahalmazt vizsgálnak, hanem egy teljes rendszer összes 
detektálható molekulájával dolgoznak, így ezek a megközelítések alkalmasak mind 
biomarker, mind betegségre jellemző marker mintázat keresésére is. A proteomika ma 
használt korszerű módszerei közé a 2D-HPLC, a gélelektroforézis, és a 
tömegspektrometria (MS: Mass Spectrometry) tartozik. 
Biológia tanulmányaim és doktori munkám mellett programtervező matematikus 
hallgató is voltam. Munkám és tanulmányaim során egyre szélesebb rálátásom volt 
programok tervezésre és adatok különböző matematikai feldolgozására is, ezért nem 
titkolt szándékom volt a rendszerbiológiai eszközökkel mért adathalmazok 
kiértékelésével foglalkozni. Motivációm a biológiai, az informatikai, és a matematikai 
tanulmányaim együttes felhasználása volt, így jutottam el egy orvosdiagnosztikai 




Doktori értekezésemben összefoglalom a kezdeti próbálkozások után a 
tömegspektrometrián alapuló diagnosztikai eszköz gyakorlati fejlesztéseinek 
eredményét, a diagnosztikai módszer általam kidolgozott matematikai hátterét és 
röviden bemutatom az általam tervezett feldolgozó szoftvert is. Bár a kutatás elsősorban 
idegrendszeri betegségek diagnosztikáját célozta, a létrehozott eszköz ennél sokkal 
általánosabb alkalmazási területtel bír. A diagnosztikai eszköz lényege, hogy a sebész 
által bármilyen szövet vágása során keletkező füstöt - vagy ultrahangos vágó esetén 
oldatot – egy tömegspektrométerrel analizáljuk. Tapasztalataink szerint a különböző 
szövetek tömegspektrometriás lipid lenyomata eltérő, ezért a diagnoszikai eszközzel 
számtalan szöveti elváltozást – elsősorban tumorokat, szövetszaporulatokat, kóros 
szöveti elváltozásokat – lehet kimutatni. Az eszköz legfontosabb tulajdonsága a gyors, 1 
másodpercen belül(!), rendelkezésre álló diagnosztikai információ, akár műtéti 
beavatkozás során is. A módszer nem igényli sem a minta előkészítését, sem a szövet 
eltávolítását, a vizsgálat közvetlenül az élő szövetfelszínen, minimálisan invazív 
módon, valós időben történik. Az eszköz használata során az operáló sebésznek a 
rutinszerűen használt eszközökkel kell továbbra is dolgoznia (monopoláris kézidarab, 
bipoláris csipesz, ultrahangos vágó), nem szükséges semmilyen új módszer elsajátítása, 
a műtők átalakítása vagy a betegek előkezelése.  
Dolgozatom első fejezete egy rövid irodalmi áttekintést tartalmaz az általam 
felhasznált rendszerbiológiai technikákról, felhasználásukról és jelentőségükről. Először 
gélelektroforézisről található rövidebb ismertető, utána részletesebben tárgyalom a 
tisztán tömegspektrometrián alapuló azonosítási technikákat, illetve az általunk 
kidolgozott többféle technika történelmi hátterét. Szó esik osztályozási módszerekről, 
feldolgozó algoritmusokról, részletesebben tárgyalva az általunk használt lineáris, 
determinisztikus osztályozó algoritmust, a fejezet végén pedig azokat az elváltozásokat 
ismertetem, amelyek esetében előnyös az általam kifejlesztett technika használata .  
Az általános célkitűzések után a felhasznált anyagokról és módszerekről írok, majd 
az eredmények fejezetben először egy szorongásos egérmodell fehérjéinek 
rendszerszintű vizsgálatáról lesz szó, illetve azokról a problémákról, ami miatt a lipidek 
analízisére tértem át. Ezután a szövetek lipid spektrumán alapuló eszköz teljes 
bemutatása történik. Az eszköz bemutatása során először rendhagyó módon az eszköz 
teljes működésének sematikus vázlatát mutatom be, utána részletezem az egyes 








II. Irodalmi áttekintés 
Egy betegség rendszerbiológiai diagnózisát több irányból lehet megközelíteni. 
Vizsgálhatjuk a teljes fehérje készlet változását, amelyből visszakövetkeztethetünk 
bizonyos sejtszintű folyamatokra, amelyekben a fehérjék részt vesznek. Szerencsés 
esetben léteznek olyan fehérjék, amelyeknek mennyisége egy betegség során minden 
esetben megváltozik, és ezeknek a fehérjéknek az összességét tekinthetjük a betegség 
ún. markereinek. Vizsgálhatjuk a sejtek lipid készletét is, szintén az elváltozást mutató 
sejtre jellemző mintázatot keresve. Mindkét esetben – miután nem sejtszintű, hanem 
szövet szintű kísérletekről van szó – végeredményben annyit tudunk megmondani, hogy 
a vizsgált szövet ad-e a betegségre jellemző mintázatot az adott vizsgálati módszer 
esetén vagy sem. 
A fejezetben részletesen a tömegspektrometria kerül bemutatásra, ami megfelelő 
minta előkészítés után fehérjék és lipidek (valamint tetszőleges ionos ill. molekuláris 
komponens) meghatározására is alkalmas. Fehérje rendszerek árfogó vizsgálatánál 
mindenképpen szükséges a fehérjék elválasztása, csak ezt követően lehetséges az egyes 
fehérjék azonosítása, ezért nagyon röviden szót ejtünk gélelektroforézisen alapuló 
fehérje elválasztásokról. Az analitikai módszerek után különböző adatfeldolgozó 
algoritmusok kerülnek bemutatásra, amelyek alkalmasak mintázatok felismerésére és 
osztályozására, a fejezet végén pedig az általunk kifejlesztett tömegspektrometriás 
eszközök sebészeti felhasználási lehetőségét tárgyaljuk. 
  




II.1 Tömegspektrometrián alapuló technikák biológiai molekulák 
analízisére 
II.1.1 Minták előkészítése tömegspektrometriára – gélelektroforézisen alapuló 
módszerek 
A tömegspektrometriás mérések megbízhatósága nagyban függ a vizsgált minta 
tisztaságától és molekuláris komplexitásától. A gélelektorforézist használó 
módszereknél a gél méretétől, a felvitt minta tisztaságától, az alkalmazott festési 
eljárástól függően egyre jobb felbontást lehet elérni, azonban a minta előkészítése, a 
gélek futtatása, a kapott adatok kiértékelése, valamint a fehérjék tömegspektrometriás 
azonosítása több napot, akár heteket is igénybe vehet. A kevesebb munkát és időt 
igénylő, 1 dimenziós gél használatával a fehérjék megfelelő szétválasztása azonban 
problémát okoz, amelyen a minta sok időt igénybe vevő előkészítése javíthat. 2 
dimenziós gél futtatása esetén a felbontás sokkal jobb, de ebben az esetben sem 
beszélhetünk tökéletes elválasztásról. A módszer meglehetős időigénye és a rossz 
reprodukálhatóság egyébként sem teszi a módszert alkalmassá gyors klinikai kémiai 
vizsgálatként történő alkalmazásra. [1]. Nagy szükség van a gyakorlatban tehát egy 
gyors és pontos módszerre. 
A gélelektroforézis során szétválasztott fehérjék azonosítása egyrészt immunkémiai 
módszerrel (western blot) másrészt tömegspektrometriás módszerrel történhet. Amíg az 
immunkémiai megközelítés csak egy adott fehérje azonosítható, addig a 
tömegspektrometria lényegében tetszőleges fehérje azonosítására alkalmas. A fehérje 
adatbázisokban történő keresési algoritmusok tárháza hatalmas, azonban ha egy 
mintában több fehérje van (ami a legmodernebb eljárás mellett is valószínűsíthető), 
akkor ezeknek az azonosítási módszereknek a bizonytalansága nő [2-5]. Ezért kell 
különös hangsúlyt fektetni a tömegspektrometria előtt, a fehérjék minél teljesebb 
elválasztására. 
II.1.2 Tömegspektrometria 
Az elmúlt két évtized során a biológiai eredetű molekulák tömegspektrometriás 
vizsgálata nagy fontosságot nyert, köszönhetően a módszer érzékenységének, 
széleskörű alkalmazhatóságának, valamint a kromatográfiás módszerekkel történő 
kapcsolhatóságnak. A tömegspektrométer különböző méretű ionos ill. molekuláris 




szerkezetű anyagok szelektív detektálására, valamint szerkezetének meghatározására 
szolgáló eszköz. Minden tömegspektrométer tartalmaz egy ionforrást, egy tömeg 
analizátort és egy detektort (1. ábra). A mérni kívánt minta megfelelő összetevőit 
először gázfázisú ionokká kel alakítani (ionizáció). A keletkezet ionokat tömeg/töltés 
arányuk szerint a tömeg analizátor választja szét, végül a detektor szolgál az adot m/z 
értékhez tartozó ionok mennyiségére jelemző elektromos jel létrehozására. . 
Dolgozatomban új típusú ionizációs technikákat fogok bemutatni, ezért csak nagyon 
rövid leírás szerepel a néhány, biológiai minták analízise szempontjából fontos, 
ionizációs módszerekről, rövid átekintés található a három különböző – általunk 
használt – tömeganalizátoról, iletve detektoról (1. táblázat). A fejezetben található 
leírás alapja a [6]-os referencia. 
 
1. ábra. Atmoszferikus nyomáson történő ionizáció vázlatos felépítése 
 
II.1.3 Ioncsapda, orbitrap és repülési idő tömeganalizátor 
A tömeganalizátor feladata az ionforásból bekerülő ionok tömeg/töltés szerinti 
szétválasztása. Két különböző elven működik a repülési idő és az ioncsapda analizátor. 
Ezenkívül léteznek quadrupole, mágneses és elektromágneses, FT-ICR (Fourier 
transform-ion cyclotron resonance), stb. tömeg analizátorok [6]. 
I.1.3.1 Repülési idő tömeganalizátor (TOF) 
A repülési idő analizátor alapelméletét Stephens írta le 1946-ban, melyet Wiley és 
McLaren fejlesztet tovább a lineáris TOF készülékké 1955-ben [7]. A TOF 
készülékekben az ionok egy kezdeti gyorsítás hatására szakaszosan kerülnek bele egy 
repülési csőbe, ahol a sebességük alapján választják szét őket. Az ionforásból származó 




ionok egy gyorsító feszültség hatására tesznek szert kinetikus energiára. Ha minden ion 
azonos kinetikus energiára tesz szert, akkor 
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ahol U a gyorsító feszültség, z az ion töltése, m az ion tömege, v pedig az ion sebessége. 
Az ionok  l (repülési cső hossza) távolság megtétele után érik el a detektort. Ennek 









Az ionok repülési ideje a gyorsító feszültségen kívül csak a tömegük és a töltésük 
függvénye, ezért a repülési idő hosszából lehet következtetni az ionok tömeg/töltés 
arányára. Kezdetben lineáris ioncsapdák voltak, melyeket módosítani lehet ún. 
reflektronnal (ion tükör), amely eltéríti az ionokat visszafelé a repülési csőben. A 
lineáris TOF készülékek felbontása maximum 5000 lehet, reflektronnal is csak 20.000, 
azonban akár 1.000.000 Thomsonig is lehet mérni a molekulákat [6]. 
II.1.3.2 Ioncsapda tömeganalizátor  
Az 1960-as években írta le Paul és Steinwedel egy szabadalomban először az 
ioncsapdát, majd Stafford fejlesztette tovább a Finnigan-nél gyakorlatban használható 
módszerré [8, 9]. Az ioncsapda oszcilláló elektromos mezőt használ ionok tárolására. 
Egy RF (rádiofrekvenciás) quadrupoláris mező csapdázza az ionokat 2 vagy 3 
dimenzióban. A háromdimenziós (általunk is használt) ioncsapdák két, egymással 
szemben elhelyezkedő hiperbolikus elektródból és egy hiperbolikus gyűrű elektródból 
állnak. A gyűrűelektródra helyezett RF váltakozó feszültség a csapdába érkező ionokat 
speciális aperiodikus oszcillációra kényszeríti. Az ionok a csapdában maradnak addig, 
amíg egy axiális amplitúdó moduláció az adott fajlagos tömegű és adott rezgésre képes 
iont a detektorba továbbítja. Az ionok általában növekvő m/z arány szerint hagyják el a 
csapdát. Az ioncsapdát kis mérete, viszonylag nagy érzékenysége és tandem 
tömegspektrometriás sajátosságai miatt alkalmazzák. Hátránya a rossz tömegfelbontás 
(maximum 4000), a maximális tömegtartomány 6000 Thomson, illetve hátránya még a 
szűk dinamikus tartomány. 




II.1.3.3 Orbitrap tömeganalizátor 
Az orbitrap egy elektrosztatikus ioncsapda, amely során Fourier transzformációt 
használva jutunk el tömegspektrumokhoz. Az alapötletet Makarov írta le először 1996-
ban, majd 2000-ben publikálta [10]. Három elektródából áll, a két külső hordó alakú 
egy szűk réssel elválasztva, a középső elektród orsó alakú. Az ionokat tangenciálisan 
injektálják be a két külső elektród közötti résbe. Ez első készülékben a belső elektródára 
néhány kilovolt feszültséget (csak DC), a külső elektródákra pedig földelést helyeztek. 
Az ionokat ezután néhány kiloelektronvolt kinetikus energiával injektálták, és elkezdtek 
az elektromos mező hatására spirális alakban keringeni a belső elektród körül. Az 
oszcilláló ionok által generált áramot mérik és Fourier transzformációval egyedi 
frekvenciára és intenzitásra konvertálják. Az orbitrap alapú készülékek maximum 
felbontása elérheti a 100.000-et, akár 50.000 Thomsonig is képesek mérni. Hátránya az 
ára, a nagy vákuum igénye (10-10 bar körüli), illetve hogy alkalmatlan MS/MS mérésre.  
II.1.4 Elektron és foton sokszorozó detektorok 
A detektor feladata, hogy a tömeg analizátorból kilépő ionok számával arányos 
intenzitású jelet szolgáltasson. Két legelterjedtebb detektorfajta a foton sokszorozó, 
illetve elektronsokszorozó detektor. Az elektronsokszorozó esetén az ionok egy felfogó 
elektródra csapódnak, elektronemissziót váltanak ki, majd az emittált elektronok a 
szemben elhelyezkedő elektródba csapódva szekunder elektron emissziót váltanak ki. 
Több pár elektródát használva a szekunder emisszió miatt megsokszorozódik az ionok 
száma. A foton sokszorozó detektorok esetén az analizátorból érkező ionok egy 
szcintillációs ernyőre csapódnak, ahol a keletkező foton vált ki elektronemissziót. A 
sokszorozó folyamat megegyezik az elektron sokszorozónál leírt folyamattal. A 
megsokszorozott elektronokon kívül további erősítőkön át jutunk el a 
tömegspektrumban található, eredeti ionok számával arányos intenzitáshoz. 
1912 J. J. Thomson Megépíti az első tömegspektrométert, a parabola spektrográfot. 
negatív és többszörösen töltött ionokat mér.  
1942 Consolidated. Engin. Corp. Az első kereskedelmi forgalomba helyezett tömegspektrométer 
szerves analízisre 1948 A.E. Cameron, D.F. Eggers Az első lineáris repülési idő tömegspektrométer (LTOF) 
1953 W. Paul, H.S Steinwedel Leírják a quadrupole és ioncsapdás készülék elméletét egy 
szabadalomban 
1958 Bendix Első kereskedelmi LTOF készülék 
1968 Finnigan Első kereskedelmi quadrupole tömegspektrométer  




1983 Finnigan Első kereskedelmi forgalomban lévő ioncsapdás készülék 
tömegspektrométer 1987 T. Tanaka, M. Karas, F. 
Hillenkamp et al. 
MALDI leírása (Tanaka Nobel-díjat kap 2002-ben ezért) 
1999 A.A. Makarov Új Orbitrap detektor leírása  
2004 Z. Takats et al.  DESI leírása 
2009 Z. Takats et al.  REIMS leírása 
1. táblázat. Néhány fontosabb mérföldkő a tömegspektrometria és számunkra fontos ionizációs 
mechanizmusok fejlődésében [6]. 
 
II.1.5 Biológiai szövetek ionizációja 
A biológia szövetek analízise évtizedek óta az analitikai kémia egyik központi 
érdeklődési területe. Hagyományosan a tömegspektrometria illékony molekulák 
vizsgálatára volt alkalmas, de a biológiai szempontból fontos kisméretű molekulák 
vizsgálata már az 1960-as évektől megoldható volt [11]. Az első nagyobb forradalmat a 
deszorpciós és spray ionizációs technikák kifejlesztése hozta, ezekkel a technikákkal 
ugyanis bármilyen méretű, polaritású, termikus stabilitású molekula ionizálhatóvá vált. 
Fehérjék, komplex lipidek és nukleinsavak vizsgálata is lehetségessé vált megfelelő 
minta előkészítés után. 
Következő nagy áttörést a biológiai minták vizsgálatában a közvetlen ionizációs 
módszerek kifejlesztése hozta, megnyitva a lehetőségét az élő rendszerek vizsgálatának. 
A közvetlen ionizációs technikák nagy előnye, hogy in-situ, a minta felületén történik 
az ionizáció, ezzel lényegesen leegyszerűsítve, vagy teljesen megszüntetve a minta 
előkészítés szigorú protokollját.  
Manapság egyre inkább elterjedőben van a biológiai szövetekből történő kémiai 
képalkotás tömegspektrometriás technikával (MSI: Mass Spectrometry Imaging). A 
képalkotó eljárások egyre jobb felbontást (akár µm-nél jobb), és egyre precízebb szövet 
azonosítást tesznek lehetővé, azonban időigényességük miatt (órák, esetleg napok) 
jelenleg főleg kutatási célokra alkalmazzák ezeket a módszereket.  
II.1.5.1 Deszorpciós ionizációs technikák  
A deszorpciós technikák közös jellemzője, hogy az ionizáció gáz/szilárd 
határfelületen történik. Ma a leginkább elterjedt deszorpciós ionizációs módszerek, 
melyeket biológiai minták vizsgálatára alkalmaznak: a Másodlagos Ion 
Tömegspektrometria (SIMS: Secondary Ion Mass Spectrometry), illetve a Lézerrel 




Segítet Deszorpciós Ionizációs Technikák (LDI: Laser Desorption Ionization, MALDI: 
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization). 
Az 1980-as évek végétől kezdve használják a SIMS technikát különféle biológiai 
eredetű molekulák, így például membrán lipidek szövetekből történő közvetlen 
kimutatására. A SIMS módszer kifejezeten szilárd anyagok vizsgálatára alkalmas. A 
vizsgálat során egy elsődleges ionforásból származó nagy energiájú ionnyalábbal 
bombázzák a minta felületét. Az ütközés hatására különböző, töltéssel rendelkező 
részecskék szakadnak le a felszínről, amelyeket tipikusan repülési idő 
tömegspektrometriás módszerel határoznak meg (2. ábra). Az ionnyaláb 
tulajdonképpen mechanikai roncsolást idéz elő, a szövetből a nagy becsapódási energia 
hatására szakadnak le részecskék [12]. 
 
2. ábra. Másodlagos ion tömegspektrometria működésének sematikus vázlata 
 
SIMS használatával mikrométer alati felbontást lehet elérni, membrán proteineket, 
lipid-protein, sőt lipid-lipid kölcsönhatásokat is lehet napjainkban in-situ vizsgálni. A 
kiváló, nanométeres tartományba eső, felbontásnak a szigorú minta előkészítés az ára. A 
mintát vízteleníteni és fagyasztani kel, iletve az elsődleges ionnyaláb csak nagy 
vákuum körülmények közöt alkalmazható. A módszer alkalmas minták in-situ 
analízisére, tömegspektrometriás képalkotására, élő struktúrák in-vivo vizsgálatára 
azonban nem [13-17]. 
Az 1970-es évektől kezdték el a lézerel segítet deszorpciós ionizációs folyamatokat 
használni. A lézer besugárzás hő közlésnek tekinthető, ezért a SIMS technikával 
elentétben, it termikus bomlás, nem mechanikai roncsolás, hatására szakadnak ki 




ionok a mintából. A lézer deszorpciós technika kisméretű, termikusan stabil molekulák 
vizsgálatára használható. 
1988-ban publikálta Karas és Hilenkamp elsőként a Mátrix-Segítet Lézer 
Deszorpciós Ionizációt, amelynek lényege, hogy a minta felületére ún. mátrix 
vegyületet kristályosítanak, amely a kristályosítás során beépíti a felület egyes 
molekuláris komponenseit a kristályrácsába [18] (3. ábra). A mérés során ezt a mátrix 
réteget vizsgálják lézer deszorpciós eljárással. Eleinte csak kisebb molekulatömegű 
ionokat voltak képesek analizálni (max. 3000 Da), de később egy újfajta mátrix 
használatával megoldoták a 30 kDa feleti molekulák mérését is [19, 20]. 
 
 
3. ábra. Mátrix segítet lézer deszorpciós ionizáció sematikus működése 
 
MALDI technikával széles tömegtartományban lehet mérni, ezért a mai napig 
előszeretetel használják nagyobb fehérjemolekulák vizsgálatára [21-23]. A felbontás 
elmarad a SIMS módszert alkalmazó képalkotó eljárásoké mögöt, tipikusan az 5-50 µm 
tartományban van [24-26]. 2000-ben írták le először az atmoszferikus nyomáson történő 
MALDI módszert, amely alkalmas atmoszferikus nyomáson történő ionizációra [27, 
28]. A módszer mintaigénye magasabb, mint a hagyományos MALDI módszeré, 
érzékenysége azonban nem rosszabb.  
 Az 1980-as évektől történtek próbálkozások atmoszferikus nyomáson történő lézer 
deszorpciós ionizáció megvalósításának irányában [29]. Az atmoszferikus ionizációhoz 




szükséges egy ún. atmoszferikus interface, ami a tömegspektrométerben lévő vákuumba 
jutatja el az atmoszferikus körülmények közöt képződöt ionokat. Az atmoszferikus 
interface-ek ion transzmissziós hatékonysága tipikusan 0,1 – 3%, ezért ezeknek a 
módszereknek az érzékenysége nagyságrendekkel elmarad a vákuumban történő 
ionizációs módszerek mögöt. Azonban direkt ionizációs módszerek kifejlesztésére 
nyitja meg a lehetőséget, ahol nincs szükség a minták előkészítésére, hanem in-situ, sőt 
in-vivo mérni lehet őket [30]. Infravörös és ultraibolya lézerek is megfelelőnek 
bizonyultak az atmoszferikus nyomáson történő ionizációra a biológiai minta 
víztartalmát használva fel mátrixként [31-33]. 
I.1.5.2 Direkt ionizációs technikák 
A direkt ionizációs technikák is lényegében deszorpciós technikának tekinthetőek, 
azonban atmoszferikus nyomáson történnek a minta előkészítése nélkül. 2004-ben írták 
le először a Deszorpciós Electrospray Ionizációt (DESI) [34]. 
 
4. ábra. Deszorpciós Electrospray Ionizáció működésének sematikus ábrázolása 
Az elsődleges electrospray forás egy nagy feszültség alá helyezet kvarc kapilárisból 
ál, amelyben megfelelő oldószer áramlik keresztül, amelyből a feszültség hatására 
töltöt folyadékcseppecskék keletkeznek. A kapiláris végén keletkező oldószer 
cseppeket a kapiláris melet áramló nitrogén gáz gyorsítja föl, amit a minta felületének 
irányában. A spray-ben található mikrocseppecskék a minta felületével ütköznek és a 
keletkezet másodlagos cseppekből a minta molekuláit tartalmazó gázfázisú ionok 
képződnek, melyeket a tömegspektrométer atmoszferikus interface-én keresztül jutnak 




el a tömeg analizátorig (4. ábra). A módszer érzékenysége függ a spray és a felület 
távolságától és általuk bezárt szögtől, az ionok begyűjtési szögétől, illetve a 
tömegspektrométer bemenet és a felszín távolságától. 
A DESI módszer alkalmazhatósága igen kiterjedt, alkalmas peptidek, 
oligoszacharidok, fehérjék, gyógyszermolekulák, sőt poláros és apoláros lipidek 
meghatározására is. . A módszer érzékenysége összevethető az atmoszferikus nyomású 
MALDI érzékenységével. Kísérleti tapasztalatok alapján azonban ez a módszer sem 
alkalmas in-vivo mérésekre [35, 36].  
2009-ben publikáltuk először a gyors evaporációs ionizációs tömegspektrometria 
módszerét (REIMS: Rapid Evaporation Ionization Mass Spectrometry), amely 
érzékenységben meg sem közelíti a korábban leírt technikákat, azonban a mérendő 
szövetnek semmilyen előkészítés sem szükséges, továbbá in-vivo is alkalmazható [37, 
38]. Dolgozatomban bemutatott eredmények egy részét REIMS módszerrel mértük, 
ezért ezzel a módszerrel részletesebben fogok foglalkozni. 
  




II.1.6 REIMS – Rapid Evaporative Ionization Mass Spectrometry 
A REIMS módszer alkalmazásakor egy elektromosan vezetőképes mintán áramot 
vezetünk keresztül. Megfelelő áramerősség hatására a mintában disszipálódó energia a 
mintát felmelegíti, ideális esetben részlegesen vagy teljesen elpárologtatja. Nagy 
víztartalmú minták Joule-fűtéssel történő elpárologtatása során – tekintve hogy a 
gőzbuborékok a minta belsejében is keletkeznek – a kavitáció a mintát a teljes 
elpárolgás előtt szétszakítja. Ilyen módon egy jórészt vízcseppekből, valamint a minta 
nem illékony komponenseiből álló aeroszol jön létre. Amennyiben a minta megfelelő 
ionerősséggel bírt és a dezintegráció megfelelően nagy sebességgel történt, a létrejövő 
vízcseppek egy része elektromos töltéssel fog rendelkezni. Ezen elektromosan töltött 
cseppek oldott komponensei az oldószer (víz) elpárolgása során részben gázfázisú 
ionokká alakulnak. Mivel a vízcseppek elpárolgása viszonylag lassú, az ionképződési 
folyamat csak a tömegspektrométer nagyvákuum terében ér véget. A technika 
jelentőségét az adja, hogy a Joule-hővel történő elpárologtatást széles körben 
alkalmazzák a sebészeti beavatkozások területén. Ilyen módon lényegében minden 
elektrosebészeti eszköz potenciális ionforrásnak tekinthető, azaz ezen eszközök 
tömegspektrometriával történő kombinációjával olyan technika nyerhető amely 
alkalmas élő, humán szövetek közvetlen kémiai (tömegspektrometrometriás) 
vizsgálatára. A szövetek gyors, elektromos árammal történő elpárologtatása során a 
várakozásokkal ellentétben nem a termikus bomlástermékek ionjai jönnek létre, hanem 
egyes sejtalkotók (elsősorban membránalkotó poláros lipidek) intakt, vagy minimális 
termikus degradációt mutató molekulaionjai figyelhetőek meg a vonatkozó 
tömegspektrumokban. Bár a technika alkalmazható lényegében tetszőleges, megfelelő 
illékonysággal és elektromos vezetőképességgel rendelkező minta (oldatok, gélek, etc.) 
vizsgálatára, a legfontosabb alkalmazási területe a biológiai szövetek és fluidumok 
közvetlen vizsgálata marad.  
A szövetek termikus elpárologtatása során keletkező részlegesen töltött aeroszol 
tömegspektrometriás vizsgálata számos problémát vet fel. Egyrészt az aeroszol 
tömegspektrométerbe történő közvetlen bevezetése a készülék igen gyors 
elszennyeződéséhez vezet, másrészt a szövetek (különösen tényleges sebészeti 
beavatkozás közben) nem vihetőek a készülék közvetlen közelébe. Ezt a két problémát 
hivatott megoldani a Bernoulli-elven működő, ún. Venturi légsugár szivattyú (5. ábra). 
Az eszköz egyrészt megfelelő gázfázisú minták nagyobb távolságra történő szállítására, 




másrészt a szóban forgó minta részecskéit nagy sebességre gyorsítva bocsátja ki 
magából. Az utóbbi sajátosság lehetőséget ad a nagysebességű aeroszol-sugár 
ortogonális mintázására, amely – lényegében egyszerű impulzus szeparációs módon – 
elkülöníti a minta molekuláris komponenseit a nagyobb méretű aeroszol részecskéktől. 
Tekintetel ara, hogy a készülék elszennyeződéséért elsősorban az utóbbi, nagyobb 
méretartományba eső részecskék felelősek, a Venturi szivatyú alkalmazásával a 
szennyeződés sebessége nagymértékben csökkenthető.  
 
 
5. ábra. A Venturi cső működési elve. 
 
A módszert először monopoláris elektrosebészeti eszköz esetében próbáltuk ki. Az 
elektrosebészeti eszköz működését a 6. ábra szemlélteti. A sebészeti elektródára 300 
kHz-4 MHz frekvenciájú váltakozó elektromos potenciált helyezünk. A semleges 
elektród érintkezési felülete mintegy 5 nagyságrenddel nagyobb, mint a sebészeti 
elektród érintkezési felülete, így a beteg testén keresztül záródó áramkörben a 
feszültség-sűrűség csak a sebészeti elektród érintkezési pontjának közelében éri el a 
szövet elpárologtatásához szükséges értéket. A sebészeti elektróddal ilyen módon vágni, 
roncsolni és koaguálni lehet a szövetet. Mivel elektrosebészeti eszközt számos műtéthez 
használnak, a módszer alkalmas lehet műtét közbeni gyors, akár egy másodpercen 
belüli, szövetazonosításra, amennyiben a különböző szövetből származó aeroszol 
különböző, az adot szövetre jelemző tömegspektrometriás jelet eredményez. 




Tapasztalataink alapján különböző disznó, iletve patkány szervek REIMS módszerel 
nyert spektruma szövet specifikus, a spektrumokat közel 100%-os specificitással és 
érzékenységgel lehet egymástól elkülöníteni. 
Idegsebészeti beavatkozások során tipikusan bipoláris elektrosebészeti eszközt 
használnak, ezért tanulmányoztuk a bipoláris csipesszel történő mintavételezést is. A 
bipoláris csipesz esetén a csipesz két szára két elektród, és a két elektród közöt folyik a 
váltakozó áram (6. ábra). Sokkal kisebb helyre összpontosul a teljes energia, és 
tapasztalatok alapján a csipesz két szára közöt található szövet nagy része elpárolog, 




6. ábra. a) Monopoláris és b) bipoláris eszköz működési elvének vázlata. 
 
Monopoláris és bipoláris elektrosebészeti eszközök melet sebészeti széndioxid 
lézerel is tudunk szövet specifikus spektrumot nyerni [39]. A sebészeti lézer előnye, 
hogy nem találkozik az eszköz és a szövet, ezért könnyebb az eszköz tisztán tartása, 
azonban a sebészeti lézerek használati fontossága folyamatosan szűkül, ma leginkább 
csak bőrképletek eltávolítására használják. Lézerrel is a szövet termikus bomlása megy 
végbe, és a keletkező aeroszol tartalmaz tömegspektrometriásan meghatározható 
molekula ionokat [40]. 
Idegsebészetben gyakran használt eszköz az ún. CUSA (Cavitron Ultrasonic 
Surgical Aspirator), ami egy olyan ultrahangos sebészeti eszköz, amelyel a műtét során 




sejtrétegeket lehet elroncsolni, iletve a törmeléket elszívni [41, 42]. Az eszköz nagy 
frekvenciás ultrahanggal működik, amely a frekvencia, a szöveti sejtek koncentrációja, 
viszkozitása és sok más fizikai paraméter függvényében roncsolja el a sejteket. A 
CUSA egyik fontos tulajdonsága, hogy megfelelő beálítások melet nem sérti meg az 
ereket, csak a környező szövetet roncsolja el, ezért vérzésmentesen lehet vele szövetet 
eltávolítani [43-47]. Mivel az ultrahangos kézidarabbal nagyon finom mozdulatokkal, 
akár sejtrétegenként lehet roncsolni, ezért leggyakrabban agyműtétek során használják, 
azonban a kevés vérzés miat más területeken, például májműtétek során is 
előszeretetel használják. A CUSA kézidarab működése során folyamatosan fiziológiás 
só áramlik a kézidarab hegye felé a műtendő szövet felszínére, majd a keletkezet 
szövetörmeléket a kézidarab középső tengelyében lévő csővezetéken keresztül szívják 
el (7. ábra). 
 
7. ábra. Ultrahangos sebészeti kézidarab működése 
Az előbb felvázolt két eszközzel szemben a CUSA esetében ezt az elszívot 
szövetörmeléket tartalmazó szuszpenziót  kel  valamilyen formában a 
tömegspektrometriásan jelemezni [48]. Ennek megoldása részletesebben az Anyagok 
és Módszerek, iletve az Eredmények fejezetben található. 
II.1.7 Tömegspektometriás szövetazonosítás és képalkotás 
Több mint négy évtizede használnak tömegspektrometriás módszereket biológiai 
szövetek kémiai jelemzésére [49, 50]. A korábbi fejezetben ismertetet 
tömegspektrometriás ionizációs technikák mind alkalmasak biológiai minták analízisére 
[51-54]. A hagyományos módszerekkel szemben (minta homogenizálás, extrakció, 




tisztítás, kromatográfia és tömegspektrometria), az új deszorpciós technikák lehetőséget 
adnak a minimális minta előkészítés utáni direkt tömegspektrometriára, amely 
megnyitja az utat a minták térbeli vizsgálatára is (Mass Spectrometry Imaging) [55-59]. 
Már a korai tömegspektrometriás képalkotó eljárásokkal (LDI, SIMS) is lehetséges volt 
szövet specifikus spektrumokat rögzíteni, sőt rosszindulatú daganatok osztályozására is 
alkalmasnak találták a MALDI-imaging eljárást [60-62]. MALDI és SIMS ionizációs 
eljárások mellett egyre elterjedtebben használnak DESI módszert is 
tömegspektrometriás kémiai képalkotásra is [34, 36, 63]. 
A képalkotó eljárásoknak - a klasszikus hisztológiával szemben - nem feltétlenül 
jobb a térbeli felbontásuk, azonban drágábbak és lényegesen időigényesebbek. Ilyen 
módon nem valószínű hogy a közeljövőben ezek a technikák kiváltanák a klasszikus 
szövettani vizsgálatokat . Egy nagy felbontású tömegspektrometriás kép elkészítéséhez 
minimum 8-10 órára van szükség, és egyik módszer sem alkalmazható in-situ. A 
vizsgálandó szövetet el kell távolítani, és a szövetből készült metszetet lehet vizsgálni, 
szemben az in-situ mérésekhez használható REIMS módszerrel. A gyors evaporációs 
ionizációt használva nincs szükség a szövet eltávolítására, műtét közben élő szövetből 
lehet mintát venni, és néhány másodperc alatt vizsgálni. Ha a klasszikus szövettant nem 
is váltja ki, egy azonnali információt tud szolgáltatni a szövet állapotáról és 
milyenségéről. Miután célunk alapvetően egy gyors szövetazonosító eljárás kidolgozása 
volt, ehhez megfelelőnek látszott a kutatócsoportunk által a közelmúltban kifejlesztett 
REIMS módszer.  
II.1.8 Lipidek és tömegspektrum 
Az általunk használt direkt ionizációs technikákkal főleg kisméretű (< 2000 Da) 
molekulákat lehet vizsgálni, ezek közül is leginkább a biológiai membránokban 
előforduló komplex lipid típusú molekulákat. Régóta ismert tény, hogy a sejtek 
membránjában előforduló lipidek összetétele sejttípusonként változó [64]. A 
membránok fő alkotóelemi a lipidek, ezek közül is elsősorban a foszfogliceridek, a 
szfingolipidek, és a glikolipidek.  
A glicerofoszfolipidek alap váza egy glicerin molekula, amelynek a 2,3-as 
szénatomján lévő hidorxilcsoporthoz különböző zsírsavak csatlakoznak észter kötéssel, 
az 1-es szénatomjára pedig egy foszfátcsoport kapcsolódik észter kötéssel. A foszfát 
csoportot különböző poláros molekulák (kolin, etanolamin, szerin, inozitol) tudják 




észteresíteni, ezek alapján különítik el egymástól a foszfatidilkolint (PC), 
foszfatidiletanolamint (PE), foszfatidilszerint (PS) és foszfatidilinozitolt (PI) (8. ábra). 
 
8. ábra. A glicerofoszfolipidek általános felépítése és a fontosabb csoportjai. 
 
A szfingolipidek alap váza a szfingozin molekula, amelynek egy aminocsoportja 
észteresíthető zsírsavval, iletve az egyik hidroxilcsoportjához kapcsolódhatnak poláros 
molekulák. A szfinolipidek csoportjába tartoznak a szulfatidok, ceramidok és a 
szfingomielin (9. ábra). 
A glicerofoszfolipidek és szfingolipidek tömegspektrometriásan jól mérhetőek, mert 
mindig tartalmaznak bázikus vagy savas csoportokat, hordoznak pozitív és negatív 
töltéseket, így könnyebben ionizálhatóak. Ezek a lipidek szinte minden sejtípusban 
előfordulnak, de különböző arányban. Tehát az összes sejtből a mért 
tömegspektrumokban a csúcsok jó része megjelenik, csak különböző eloszlásban. 
Természetesen vannak a spektrumokban egyedi, sejtspecifikus lipidből származó 
tömegspektrometriás csúcsok is, azonban több helyen leírják, és a mi korai 
tapasztalataink is azt mutaták, hogy minden szövetnek sajátos lipidmintázata van, 
amely különböző MS technikákkal mérve különböző szövetre specifikus spektrumot 




eredményez. Ezért munkám során nagyobb hangsúlyt fektetem a lipid mintázatok 
analízisére, mint egyedi lipidmarkerek keresésére. 
 




II.2 Adatfeldolgozás és szoftver 
Egy eszköz fejlesztésének szerves része a nyers adatok feldolgozásától a felhasználó 
számára a visszajelzésig minden lépés. Természetesen egy feldolgozó szoftver 
megtervezése és elkészítése elkerülhetetlen volt a kitűzött feladat sikeres 
megvalósításához. A mintázat alapú azonosításhoz szükség volt egy adatbázisra, 
amelyben a szövetspecifikus spektrumokat tároljuk, és egy osztályozó algoritmusra, 
amely az adatbázisban lévő spektrumok alapján osztályozni képes bármilyen ismeretlen 
spektrumot, a spektrumban található tömegspektrometriás csúcsok eloszlása alapján. 
II.2.1 Osztályozó algoritmusok 
Egy szövettanilag tiszta adatbázisra épülő olyan osztályozási algoritmust kerestünk, 
amely alkalmas új spektrumok korrekt osztályozására. Az adatokat az analízis előtt 
többféle módszerrel lehet feldolgozni. Alább felsorolok néhány lehetőséget, amelyből 
megvalósítás során csak az első kettőt alkalmazzuk a későbbiekben: 
a) Normalizálás: egy adott csúcsra, osztása az átlaggal (xi/m), kivonása az 
átlagnak és osztás a szórással (xi – m)/σ. 
b) Centering (legyen az átlaga az adatsornak 0 vagy nem). 
c) Zajszűrés, spektrum simítás. 
d) Nagy mértékben eltérő adatok elhagyása, küszöb definiálása, illetve 
ennek elhagyása. 
Az előfeldolgozás után a félig nyers spektrumokat többféle lehetséges statisztikai 
módszerrel lehet osztályozni. Léteznek heurisztikus és determinisztikus, illetve 
„felügyelt” és „nem felügyelt” algoritmusok. Determinisztikus egy algoritmus akkor, ha 
ugyanazokkal a bemenő adatokkal mindig ugyanazt a végeredményt adja. 
Heurisztikusnak nevezünk egy algoritmust, ha valamilyen véletlen faktor is szerepet 
játszik az algoritmusban, aminek az egyik következménye az, hogy ugyanazokkal a 
bemenő adatokkal mindig más (természetesen nem gyökeresen más) végeredményt 
kapunk. „Felügyelt” egy osztályozó algoritmus akkor, ha az algoritmushoz szükség van 
az egyes tanító halmazba tartozó pontok pontos osztályozására, tehát az algoritmusnak 
előzetesen meg kell adni, hogy egy pont melyik osztályba tartozik. „Nem felügyelt” egy 
algoritmus, ha a tanító halmaz pontjainál lényegtelen, hogy milyen osztályba tartozik. 
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I.2.1.1 Determinisztikus, nem felügyelt algoritmusok 
Nem hierarchikus klaszterezés egyszerű euklideszi távolsággal 1-es (abszolút 
értékes) vagy 2-es normában (négyzetes). Érdemes k-közép klaszterelemzést 
használni, ahol az adatbázisban lévő nagyméretű álományok átlaga szerepel 
alappontként, a klaszterek számát pedig tudjuk. Igazából inkább a csoportok 
elkülönülésének elenőrzésére alkalmas, nem pedig osztályozási algoritmusnak. Az új 
mérés alappontjainak a távolságát ki kel számolni az egyes klaszterek középpontjától, 
és a tipp a legközelebbi klaszter lesz. Mindenképpen érdemes több tippet is megadni, és 
a hozzátartozó valószínűségekkel jelezni a tipp értékét. 
A k-közepű klaszterezés algoritmusa (10. ábra): 
0. Az előre megadot számú (k darab) osztályba soroljuk a pontokat 
1. Kiszámoljuk az összes (k) osztálynak a középpontját (vektorok 
átlagolásával) 
2. Hozzárendeljük az összes pontot a hozzá legközelebb eső új 
középponthoz, így ismét kapunk k osztályt. 
3. Addig iteráljuk 1.-2. lépést, amíg az új hozzárendelés változik. 
 
 
10. ábra. A k-közepű klaszterezés működése 
 
Az algoritmus egyszerű és gyors, de rosszul kezeli a zajos és kívüláló adatokat, 
iletve gyakran lokális optimumban ál meg a globális optimum helyet. Az algoritmus 
működése javítható a kívüláló pontok kiszűrésével például egy hierarchikus 
klaszterezéssel. 
Hierarchikus klaszterezés. A hierarchikus klaszterezés módszerét két csoportba 
lehet osztani: felhalmozó (botom-up) és lebontó (top-down) algoritmusok. Előbbi 
esetben először minden egyes elem különáló klaszter, utána egy tetszőlegesen 
meghatározot távolság és hasonlóság fogalom alapján két pontot egy klaszterbe sorol. 
A piramis minden szintjén egy újabb pont és halmaz összevonása történik. A fentről-
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lefele építkező algoritmusoknál egy klaszterből indulunk ki, és minden szinten kisebb 
klaszterekre osztjuk. Minden lépéssel egy újabb osztályozását kapjuk az eredeti 
ponthalmaznak. Nehéz meghatározni a fa optimális magasságát, iletve a feladatot 
megoldó megfelelő osztályozást. Ha egy pontot valamilyen klaszterbe soroltunk vagy 
két klasztert szétbontotunk egy szinten, akkor ez később is így marad, egy rossz 
választás nem javítható ki. A módszerel azonban jól lehet kívüláló pontokat szűrni. 
Az általunk építet adatbázisban minden spektrumnak a pontos szövetani képét 
ismerjük, ezért érdemesebb felügyelt, vagy legalább részben felügyelt algoritmusokkal 
próbálkozni, hogy a ezt az információt is fel tudjuk használni. 
Főkomponens Analízis (PCA). A főkomponens analízis alkalmas az alappontok 
 által meghatározot tér dimenziószámának 
csökkentésére egy tértranszformációval. A 
transzformált térben ezután  minden 
szövetípushoz tartozó  ponthalmaznak 
megadjuk a középpontját és egyszerű 
távolságszámítással besorolható az új 
spektrum. Kombinálható hierarchikus és nem 
hierarchikus klaszterszámítással is. Meg kel 
határozni azt az optimális dimenzió számot, 
amelyel még nem történik túlságosan nagy 
mértékű információvesztés, de már kezelhető 
nagyságúak lesznek az adatok, iletve a zaj jelentős része eltűnik. 
A PCA során az eredeti térből egy lineáris transzformációval keletkezik az új tér. A 
síkok egymásra merőlegesek maradnak, ezért úgy képzelhető el, mint az eredeti tér 
elforgatása, iletve ha a dimenziók számát is csökkentjük, akkor az eredeti térből 
készítünk egy elforgatot teret, és levetítjük az adatokat erre a térre. A főkomponens 
analízis első főkomponensének tengelyét az adatok legnagyobb varianciája mentén 
húzzuk meg, a második főkomponens ere merőlegesen a következő legnagyobb szórás 
mentén húzódik, és így tovább ( 11. ábra). Minden egyes főkomponens az eredeti tér 
tengelyeinek lineáris kombinációiból ál. A módszert gyakran használják adatok 
osztályozására, de ez a módszer sem használja ki a spektrumokról rendelkezésünkre 
áló szövetani információt [65]. 
 
 11. ábra. Első és második főkomponens 
ábrázolása 
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II.2.1.2 Determinisztikus, felügyelt algoritmusok 
A Lineáris Diszkriminancia Analízis (LDA) egy lineáris felügyelt osztályozási 
algoritmus. A módszer lényege, hogy a megadott osztály pontjai által alkotott halmazok 
közötti szórását maximálja, miközben a halmazok belső szórását minimalizálja. 
Egyszerűbben fogalmazva egy olyan lineáris tértranszformációt alkalmaz, amellyel a 
megadott osztályok a lehető legmesszebb kerülnek egymástól az új térben. Az új térben 
a tengelyek nem feltétlenül merőlegesek egymásra, a távolság fogalma is módosul, 
ezért a létrejövő térben az adat pontokat nem olyan egyszerű ábrázolni, mint a 
főkomponens analízis esetében. Osztályozásra egyszerű távolságszámítással lehet 
használni a transzformált térben, az új ponthoz legközelebbi osztályba soroljuk az új 
pontot. 
Az LDA-t kombinálni lehet a PCA-val. Először egy PCA-t alkalmazunk az 
adathalmazra a dimenziók számának csökkentésre és zaj szűrésére, utána a PCA 
eredményén egy LDA-t alkalmazunk az adatok osztályozására. Erről a két 
algoritmusról később részletesebben lesz szó. 
SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogies). Főkomponens analízisen 
alapuló felügyelt algoritmus.  A módszer végrehajtása során lényegében az előre 
megadott csoportok mindegyikén végrehajtunk egy-egy főkomponens analízist, 
egymástól függetlenül. Végül minden csoportnak lesz egy saját tere tetszőleges 
dimenziószámmal. Egy új spektrum osztályozása két távolság kiszámításával kezdődik. 
Először kiszámítjuk az új spektrum ortogonális távolságát minden csoportban lévő 
projekciójától. Tehát az eredeti térben lévő spektrum távolsága a megfelelő PCA térben 
lévő projekciótól, ezt hívjuk ortogonális távolságnak (OD, orthogonal distance). Utána 
kiszámítjuk az új spektrum távolságát minden osztálynak a határoló téglatestétől, ezt 
hívjuk határoló távolságnak (BD, boundary distance). Végül az osztályozás egy F-
teszttel történik a λ*OD+µ*BD mérőszámra. Ez azt jelenti, hogy egy spektrumot több 
osztályba is be lehet sorolni, illetve előfordulhat olyan is, hogy egyetlen osztályba sem 
soroljuk be. Ez a módszer tehát több információt ad az osztályozás végkimenetétől, 
mint az LDA. 
A SIMCA módszernek többféle módosítása is létezik. A határoló téglalapot például 
átalakíthatjuk egy, a pontokra jobban simuló gömbre vagy bármilyen testre, az 
osztályozási kritériumokat is változtathatjuk, illetve már az eredeti verzióban is vannak 
állítható paraméterek [66].  
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PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis). A módszert arra 
használják, hogy élesítsék az előre megadott osztályok közötti elkülönítést. Úgy lehet 
elképzelni, mintha a főkomponenseket elforgatnánk olyan pozícióba, hogy a lehető 
legjobban elkülönüljenek az osztályok, illetve hogy a lehető legjobban megértsük, hogy 
melyik változók a szignifikánsak az osztályok elkülönítésében. A PLS eredetileg egy 
regresszió analízis, ezt módosították úgy, hogy a válasz vagy függő változó vagy 
kategorikus, tehát az osztályokat tartalmazza. A PLS-DA algoritmusa tehát a független 
változó (bemenő adatok) és a válasz változó (osztályok) közötti összefüggést keresi 
úgy, hogy mindkét változókat tartalmazó mátrixot átvetíti egy új térbe. Tipikusan akkor 
alkalmazzák, amikor kevesebb a bemenő adatok száma, mint a dimenziója [67]. 
SVM (Support Vector Machine vagy Támasztó Vektoros Gépi Tanulás). Az eredeti 
koncepció alapján két osztály elkülönítésére 
használták. Az SVM p dimenziós adatoknál egy p-
1 dimenziós hipertérrel választja szét az adatokat 
úgy, hogy a lehető legnagyobb legyen a határvonal 
a két halmaz között (12. ábra). Később 
módosították az algoritmust olyan esetekre is, 
amikor a két osztály nem különíthető el teljesen, 
ilyenkor a hipertér a lehető legtisztábban próbálja 
elkülöníteni a két adatsort, de megenged „elírt”, 
azaz rosszul osztályozott adatpontokat. Ezt a 
verziót „puha határ” (soft margin) algoritmusnak 
nevezik. Az eredetileg lineáris osztályozót később 
kiterjesztették nemlineáris (polinomiális, hiperbolikus) algoritmusokra is. Azonban 
több osztály elkülönítésére csak úgy alkalmas, ha visszavezetjük a problémát bináris 
összehasonlításokra. Ennek egyik verziója, ha egy osztályt hasonlítunk össze mindig az 
összes többivel együtt, vagy az összes osztályt összehasonlítjuk az összes többivel 
párosan. További probléma, hogy nincsenek valószínűségek az osztályozáshoz, nem 
tudjuk megmondani, hogy mekkora valószínűséggel osztályozott megfelelően az 
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I.2.1.3 Heurisztikus algoritmusok 
Neurális hálók. Manapság a neuronhálózatokat alkalmazó módszerekkel számos 
kutatócsoport foglalkozik,  vélhetően 
bármilyen osztályozási feladatot meg lehet 
velük oldani. A mesterséges neurális hálók 
alapegysége a neuron, amely az élő 
neuronhoz hasonlóan k darab bejövő 
adatból egy transzfer függvény segítségével 
generál egy kimenő adatot. A neuronnak 
lehet lokális memóriája, amely már ismert 
bemeneti mintázatokra csökkenti a 
küszöbértékét a kimenő válasznak, azaz bizonyos bemeneti mintázatokra hamarabb 
„kisül”, mint korábban. Egy 
neuron felépítését a 13. ábra 
szemlélteti. A neurális hálózatok 
olyan információ feldolgozó 
lokális  neuronokból áló 
módszerek, amelyek párhuzamos 
és elosztot működésre képesek, 
képesek tanulni és a tanult 
információt felhasználni. A 
neuronokat a bemenő súlymátrix 
változtatásával lehet tanítani. Egy 
neurális hálózat tetszőleges számú szintből ál, a szinteken belül párhuzamosan dolgozó 
neuronok találhatóak. Az első szint a bemeneti szint, ami a külvilágból érkező jeleket 
dolgozza fel, utána következnek a rejtet szintek, amelyek külső szemlélő számára nem 
láthatóak, az utolsó szint pedig a kimeneti szint, ami a külvilág felé szolgáltatja az 
információt (14. ábra). A hálózat működését a jól megválasztot súly és 
transzferfüggvények befolyásolják, iletve a szintek és az őket alkotó sejtek számának 
megfelelő megválasztása. A hálózatot először egy tanító sorozatal meg kel tanítani, 
amely történhet elenőrzöt és nem elenőrzöt módon. Ha pontosan ismerjük a várt 
kimenetet, akkor elenőrzöt tanítást érdemes használni, mint például esetünkben egy 
osztályozási feladat tanítása során. A neurális hálózatok egyik legnagyobb hátránya, 
13. ábra. Egy mesterséges neuron vázlata 
14. ábra. Többszintű neuronhálózat 
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hogy gyakran heurisztikus algoritmusokat használ, azaz ugyanolyan bemenet esetén 
sem biztos, hogy ugyanazt az eredményt adja. Emiatt a tulajdonsága miatt nem célszerű 
egy sebészeti eszköz osztályozási algoritmusaként használni, csak akkor, ha 
determinisztikus hálót használunk [69-71]. A neurális hálók tanításához jellemzően 
nagyobb adatmennyiség szükséges, ezért kipróbálásuk előtt nagyobb mennyiségű 
adatot kell gyűjteni a humán műtőkben. 
A felsorolt osztályozási algoritmusokon kívül még számtalan módosított verzió is 
létezik, mindegyik valamilyen specifikus problémacsoportra kifejlesztve. Az általunk 
vázolt problémát még senki sem vizsgálta mélyrehatóan, ezért nekünk kellett 
megoldani mind az adatbázis építés, mind az adatbázisban autentikus tárolt spektrumok 
alapján az osztályozás problémáját. Szempontjaink előnyben részesítették az egyszerű, 
felügyelt, determinisztikus algoritmusokat. A következőben az adatbázisunkba beépített 
algoritmust részletezném, ami először egy PCA-t futtat a nyers adatokon a dimenziók 
számának csökkentésére és zaj szűrésre, utána egy LDA-t számol ki az adatokra 
osztályozás céljából. 
II.2.1.4 A PCA és LDA algoritmus részletezése 
A főkomponens analízis és a lineáris diszkriminancia analízis többváltozós, lineáris 
statisztikai módszerek, melynek algoritmusa évtizedek óta ismert. 
Főkomponens analízis. A főkomponens analízis során a normalizált és 0-ra eltolt 
adatok (      , ahol m a spektrumok, n a dimenziók vagy alappontok száma) 
kovariancia mátrixának (      ) sajátértékeit (λk, ahol k a PCA tér dimenziószáma) 
és sajátvektorait (      ) számoljuk ki. A sajátértékek alapján sorba rakjuk a 
sajátvektorokat, és ezeket a vektorokat használjuk fel az új spektrumok (    ) 
transzformálására a PCA-térbe (zT = uT * tT) (z az új spektrum koordinátáit tartalmazó 
vektor, T a transzponálást jelöli).  
A főkomponens analízis programozásához az ún. Nipals algoritmust használtuk, 
amely ugyan nem számolja ki pontosan, de egy jó approximációt ad a keresendő 
sajátértékekre és sajátvektorokra. Az adatok dimenziószáma meglehetősen nagy lehet 
(több ezer), ezért érdemes csak közelíteni a sajátértékeket és sajátvektorokat és nem 
pontosan kiszámolni: 
Legyen X (      ) az adatokat tartalmazó mátrix, P (      ) az ún. loading 
vektorokat tartalmazó mátrix, T (      ) a score vektorokat tartalmazó mátrix, míg 
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E a számoláshoz szükséges köztes mátrix, amely mindig a még fel nem használt 
adatokat tartalmazza. 
0. Legyen t az X adatmátrix bármelyik oszlopa, E = X 
1. X vetítése t-re, ezzel megtaláljuk a megfelelő loading mátrixot, p-t 
  
    
   
    
 
2. p normalizálása 
   
 
     
 
3. X vetítése p-re 
   
      
     
 
4. Konvergencia elenőrzése: ha   
     -     
      > határérték (általában 
0.0001), akkor újra 1. lépéstől 
5.            
  
 
A kapot eredményből a transzformáló mátrixot a következőképpen kapjuk: 
    
  
   
   
  
   
 . T (score) mátrix tartalmazza a tanító csoportunk, azaz az eredeti 
adatok koordinátáját az új térben, P (loading) mátrix pedig arról ad információt, hogy 
mely alappontok voltak fontosak az adot főkomponens felépítésében. U mátrix 
segítségével bármilyen új spektrumok képesek vagyunk transzformálni egyetlen 
mátrixszorzással az új PCA térbe. 
A PCA-nál fontos kérdés a dimenziószám csökkentés mértéke, azaz hogy hány 
komponenst és mely komponenseket tartsuk meg. Ez a kérdés problémafüggő, minden 
egyes problémakört függetlenül 
meg kel vizsgálni. 
Lineáris diszkriminancia 
analízis. Az adatok mátrixa az 
adatokat  osztályonként 
tartalmazza, tehát elentétben a 
15. ábra. Kindulási adatmátrix az LDA-hoz 
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PCA-val, itt minden spektrumhoz megadjuk az osztályozását.  A kiindulási X mátrixunk 
(      , ahol m a spektrumok, k a megtartott főkomponensek száma) megegyezik a 
PCA-ban kapott T mátrix transzponáltjával (15. ábra). n1, …, nG a G darab osztályban 
szereplő spektrumok száma osztályonként (m = n1+…+ nG). 
Az algoritmus a következő lépésekből áll: 
1. Minden csoporthoz kiszámoljuk a csoport átlagát és szórását alappontonként: Az 
első csoport átlagai:    
   ,…,    
   ; és szórásai:    
   , …,    
   ; a G. csoport 
átlagai: :    
   , …,    
    és szórásai:    
   , …,    
   . (Tehát összesen k darab 
szórás és átlag lesz minden csoporthoz), illetve kiszámoljuk a teljes átlagot és 
szórást:    , …,    ;    , …,    . 
2. Minden eredeti alappontot korrigálunk a csoportjának az átlagával: 
   
    
    
   
    
    és így tovább. 
3. Csoportonként kiszámoljuk a kovariancia mátrixokat (V1, …, VG) 
4. Kiszámolunk egy csoporton belüli variancia mátrixot a  
(      ), W = (n1-1)*V1+…+(nG-1)*VG, ahol G továbbra is a csoportok 
száma, ni.pedig a csoportokban szereplő spektrumok száma. 
5. Kiszámolunk egy csoportok közötti variancia mátrixot (      ), ahol 
           
   
         
   
     
 
   
 
6. A W-1*A mátrix sajátértékeit és sajátvektorait számoljuk ki. (        
sajátértékek és         sajátvektorok, ahol r az LDA-ban megtartani kívánt 
dimenziók száma    ) Innentől az U sajátvektor mátrix a transzformációs 
mátrixunk.  
A PCA-val összehasonlítva a módszer egyik problémája, hogy az LDA után a tér 
tengelyei nem merőlegesek egymásra, az eredeti távolság fogalom helyett az ún. 
négyzetes Mahalanobis-távolsággal számolunk, ami annyit jelent, hogy minden 
csoportnál a csoport kovariancia mátrixát is transzformálni kell az új térbe, és a távolság 
számításakor az adott csoport kovariancia mátrixának inverzével is be kell szorozni. 
Egy új spektrum osztályozása a következő módon történik: 
7. Transzformáljuk az eredeti csoportok átlagát az új r dimenziós térbe, ezeket a 
pontokat tartalmazza a         mátrix: 
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8. V1, …, VG kovariancia mátrixok transzformálása az új térbe és invertálása 
       
   
: 
       
                  
9. Az új spektrumot (y) is transzformálni kell az új térbe: 
      
10. Ki kell számolni az új spektrum távolságát minden egyes csoporttól: 
  
    
       
       (           ) 
                          
11. A keresett távolság (   )-t csoportonként kell kiszámolni,     csoport 
esetén: 
    
          
       . 
Miután az összes csoportra kiszámoltuk a távolságot, a ponthoz legközelebbi 
csoportba soroljuk az új spektrumot. Ez az algoritmus determinisztikus és könnyen 




II.3 Az eszköz lehetséges felhasználási területei 
Számunkra a legkézenfekvőbb alkalmazási terület a tumor eltávolító műtétek során 
az eltávolított szövet határának pásztázása volt. A módszerek ezen kívül alkalmasak 
lehet élelmiszer összetétel vizsgálatra, esetleg húsfajta vizsgálására (kacsamáj, libamáj, 
disznómáj, stb.), baktérium törzsek vizsgálatára, stb. A sebészeti eszköz fejlesztésével 
foglalkoztunk a legtöbbet, ezért a következőkben néhány olyan sebészeti eljárásról és 
tumorfajtáról lesz röviden szó, ahol érdemes az azonosító eszközt használni.  
II.3.1 Sebészeti eszköz felhasználási területei – tumor azonosítás 
A módszer elsődleges alkalmazási területe a műtét – ezen belül is rosszindulatú 
tumorok eltávolítását célzó műtétek – során történő valós idejű szövetazonosítás, azaz 
folyamatos szövettani információ biztosítása a műtétet végző sebész számára. Mivel 
számos tumor típus esetében a rezekciós vonalat nem csak a tumor helyzete, hanem az 
adott szerv vaszkularizációja határozza meg, ezekben az esetekben az eszköz akkor 
használható, ha valamilyen nem várt elváltozással találkozik a sebész a műtét alatt. 
Azonban sajnos a mai magyarországi gyakorlatban az rákos megbetegedések jelentős 
része esetében a beteg túl későn megy orvoshoz, a tumor gyakran kilép a kiindulási 
szövet határain kívülre, összekapaszkodik létfontosságú szervekkel, idegekkel és 
erekkel, ami nagy mértékben nehezíti, vagy teljesen lehetetlenné teszi a teljesen ép 
szövetben való kimetszést. A tumor határát a sebész sokszor tapintással próbálja 
behatárolni. Ha nem sikerül ép szövetben metszeni, és tumoros sejtek maradnak a 
tumorágyban, akkor nagyon nagy valószínűséggel a tumor lokálisan vissza fog térni, 
illetve a sejtek a vérárammal elindulva áttétet fognak képezni, nem beszélve az újabb 
műtétek kellemetlen hatásairól. Ilyen esetekben életet menthet egy olyan eszköz, ami a 
műtét során meg tudja állapítani, hogy van-e még tumoros szövet a tumorágyban. 
Előfordulnak fordított esetek is, amikor egy komolyabb műtét után kiderül, hogy az 
eltávolított képlet nem tartalmazott rosszindulatú tumort, és feleslegesen tették ki a 
betegek egy hosszú és veszélyes beavatkozásnak. Ilyenkor az eszköz a beavatkozás 
idejét rövidítheti. Emberi szempontból nagyon fontos lehet, hogy a műtét során 
eltávolított képletet azonnal az eltávolítás után azonosítani lehet, ezért nem kell a 
betegnek illetve az orvosnak napokig-hetekig várni a műtét eredményességét igazoló 
szövettani vizsgálati eredményre.  
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Külön említést érdemelnek az idegsebészeti beavatkozások, amelyek esetében ha a 
tumor funkcionális agy területen fekszik, akkor minden egyes eltávolított egészséges 
sejt komoly következményeket okozhat. Továbbá az idegsebészetben a mai napig 
gyakran az idegsebész tapasztalatára van bízva, hogy milyen mennyiségű szövetet 
távolít el a vizuálisan azonosítható tumor környezetéből. Tapasztalatok alapján sajnos 
gyakran nem sikerül a teljes tumort eltávolítani, és a betegnek újabb műtétre van 
szüksége.   
II.3.1.1 In-vivo tumor diagnosztikai eszközök 
A mai orvostudományban a sebész a saját vizuális és tapintó szervein kívül az 
operáció előtti képalkotó eljárásokra (CT, MR, PET, stb.) és az intraoperatív fagyasztott 
metszetes szövettani eljárásra tud támaszkodni [72-78]. Ez utóbbi egy egyszerűsített 
verziója a hagyományos szövettani vizsgálatnak, melynek során a friss mintából 
fagyasztott állapotban metszetet készítenek és gyors festést követően vizsgálják. Az 
eredményekre 20-40 percet kell várnia sebésznek az operáció alatt, ami rontja a beteg 
túlélési esélyét, ráadásul a módszer megbízhatósága jóval a hagyományos szövettan 
mögött van [79-83].  
Az intraoperatív szövettan mellett néhány alternatív módszert is kidolgoztak a 
közelmúltban in-situ valós idejű szövetazonosításra. Fluoreszcens és radioaktív 
jelölőanyagokat, nanorészecskéket írtak le in-situ tumor vizualizációra [84-90]. 
Mindegyik módszernél be kell adni a betegnek az operáció előtt fluoreszcens vagy 
radioaktív anyagot, ami szelektíven felhalmozódik a tumor sejtekben. A módszer 
hátránya, hogy speciális operációs körülmények szükségesek ahhoz, hogy a 
fluoreszcens festéket vagy a radioaktív izotóp tartalmú részecskéket a műtét során 
folyamatosan látni lehessen. Továbbá a jelölő anyagok specificitása nem megfelelő, a 
kontrasztanyag beadása után nem csak a tumoros, hanem gyulladásos és minden olyan 
sejtben felhalmozódnak, amelyeknek valamilyen oknál fogva gyorsabb az 
anyagcseréjük. A jelölő anyagoknak szervezetbeli koncentrációja egy jól definiált 
kinetikát követ így csak egy, a beadást követő meghatározott időablakban lehet a 
műtétet elvégezni. Egyik ismert példa az 5-aminolevulinsav, ami a fluoreszcens 
protoporfirin IX. felhalmozódását idézi elő a glioblastoma (4-es fokozatú astrocyta 
eredetű agytumor) sejtekben, így megfelelő fluoreszcens mikroszkóp használata mellett 
láthatóvá válnak a tumoros sejtek [91]. Nehézséget okoz, hogy amikor a fluoreszcens 
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mikroszkóp használatban van, akkor csak a tumor sejtek láthatóak, az egyéb struktúrák 
nem, illetve fordítva.   
A jelöléses technikák mellett in-vivo képalkotó eljárásokat (MRI, szonográfia) és 
infravörös spektroszkópiát is próbáltak használni műtét közben, de a tumoros és 
egészséges sejtek teljes elkülönítését a mai napig nem sikerült elérni egyetlen 
módszerrel sem [92-94]. 
A szövettan és képalkotó eljárások mai állása szerint nagyon nagy szükség lenne egy 
in-situ, valós idejű, pontos szövetazonosító technikára. A következőkben néhány olyan 
szerv tumoros megbetegedéseiről lesz szó, amelyek vizsgálataink középpontjában 
állnak. Fontos kihangsúlyozni, hogy más tumorok sebészeti eltávolításában is fontos 
szerepe lehet az eszköznek (például vese, urológiai, nőgyógyászati, bőr, pajzsmirigy, 
nyelőcső és szájüregi tumorok), azonban a munkánk során elsősorban az alábbi 
tumortípusokkal foglalkoztunk.  
II.3.1.2 A máj rosszindulatú tumoros megbetegedései 
A máj a szervezet legnagyobb mirigyes állományú szerve, intenzív metabolizmusa, 
nyirok és vérkeringésben elfoglalt helye miatt mind a primer tumorok, mind pedig az 
áttétek kialakulásának szempontjából jelentős terület.  
A máj leggyakoribb primer, rosszindulatú tumora a hepatocellularis carcinoma 
(HCC), ami a máj állományának zömét alkotó májsejtekből indul ki, kialakulásának 
leggyakoribb oka egy hepatitis B vagy C fertőzés, illetve az alkoholfogyasztás [95]. A 
HCC általában a máj zsíros (cirrhosisos) elváltozásával együtt jár. A tumorokban 
gyakoriak az elhalások, illetve a bevérzések, emellett gyakori a véna invázió. Ilyen 
esetekben a tumor műtéti eltávolítása nagyon bonyolult vagy lehetetlen. Terápiás 
szempontból nagyon fontos a tumor differenciáltsági foka (grade), aminek 
megállapítása a kezelés szempontjából illetve a prognosis szempontjából 
elengedhetetlen [96].  
Az epeutak hámjából kiinduló daganat a cholangiocellularis carcinoma. Ennek a 
központi epeutakat érintő formája a többnyire egygócú Kaltskin tumor, míg a perifériás 
epeutakat többgócú tumor érinti. 
A májban leginkább a szervezet egyéb daganatainak metasztázisai fordulnak elő. 
Ezek általában több gócúak, a metasztázisokat tok nem határolja, gyakran elhalnak a 
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sejtek a szövet belsejében, nekrotikus régiókat alkotva. Eredetüket tekintve legtöbbször 
a gyomor-bél traktus, a tüdő és az emlők daganatai, illetve melanomák adnak máj 
áttéteket. 
Műtéti szempontból a májat egyedi keringéssel rendelkező szegmentumok szerint 
kezelik, ami azt jelenti, hogy a tumort, vagy tumorokat tartalmazó szegmentumokat 
távolítják el. Bizonyos esetekben végeznek atípusos segmentectomiát, melyben nem az 
előzőeknek megfelelően járnak el, hanem a tumor alapján állapítják meg a resectios 
széleket. Általában a tumor körül 1-2 centiméteres biztonsági zónát szoktak kijelölni így 
biztosítva az ép szélben történő kimetszést. Ezt figyelembe véve fontos lehet a 
kimetszés után a tumorágyat átvizsgálni, esetlegesen bent maradt tumor részleteket 
keresni, illetve kérdéses eredetű képleteket megvizsgálni, és ha bebizonyosodik a 
tumoros eredet, újabb metszéssel eltávolítani azokat. Máj esetében az eszköz a szerv 
lehető legnagyobb megtartását is segítheti. Ha egy beteg májának nagy része 
elzsírosodott, rosszul működik, nagyon fontos lehet, hogy az épen maradt részből a 
lehető legtöbb megmaradjon.  
A daganatos megbetegedések mellett a májhoz számos anyagcsere betegség és 
elváltozás köthető, amelyek diagnózisa szintén fontos lehet.  
II.3.1.3 A gyomor megbetegedései 
A gyomor rosszindulatú daganatos megbetegedései közül a leggyakoribb és 
legnagyobb jelentőségű a gyomorcarcinoma [97]. Ez a gyomor hámjából kiinduló 
rosszindulatú tumor, kialakulásában számos faktor szerepet játszik, amelyek közül a 
környezeti ártalmak kiemelkedőek, mint például az alkoholfogyasztás, dohányzás, 
túlzott só és füstölt étel fogyasztása, illetve a Hellicobacter pylori baktériummal történő 
fertőzöttség és stresszes életmód. A tumorok kialakulása előtt a páciensnek gyakran 
hosszan tartó gyomorfekélye volt, a gyomor fala tartósan begyulladt. Gyakran nehéz 
elkülöníteni a gyulladt, gennyes gócokat a tényleges tumortól, ezért ismét a sebész 
tapasztalatára van bízva, hogy mekkora gyomordarabot távolítson el. A beteg 
életminősége összehasonlíthatatlanul jobb, ha nem a teljes gyomrot távolítják el.  
A gyomor tumorok operációja a tumor elhelyezkedésétől és stádiumától függ. Korai 
gyomorcarcinomáknál, amennyiben a tumor nem terjed tovább a nyálkahártyánál, akkor 
a lokális kezelés is szóba jöhet. azaz csak a gyomor nyálkahártyáját és a benne található 
tumoros képletet távolítják el, nem egy teljes gyomor darabot. Az ilyen típusú 
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beavatkozásoknál rendkívül fontos a tumor maradéktalan kimetszése illetve amennyire 
ez lehetséges a gyomor perforációjának megakadályozása. Egy in-situ 
szövetazonosítással nem csak a tumor szélei, hanem a gyomor nyálkahártya határai is 
vizsgálhatóak, mert a nyálkahártya és a simaizom spektrumai is különböznek 
egymástól. A nem korai carcinomák esetén gyakran teljes, de előfordulhat részleges 
gyomor eltávolítás is. Részleges eltávolítás esetében fontos a tumor határának pontos 
ismerete, és gyomor lehető legnagyobb megtartása. A gyomor tumorok könnyen 
infiltrálják a környéki szöveteket (vékonybél, esetleg máj, stb.). Ilyen esetekben vagy el 
sem kezdik a műtétet, vagy a rendelkezésre álló vizuális információra, valamint korábbi 
tapasztalatokra támaszkodva műtenek, és ismét hatalmas segítséget tudna egy in-situ 
diagnosztikai eszköz adni.  
II.3.1.4 A bélrendszer daganatos megbetegedései 
A bélrendszer területén viszonylag gyakran alakulnak ki jóindulatú daganatok, 
adenomák, melyeket polypusoknak is hívnak. Ezek valódi daganatok, el kell őket 
különíteni a bélnyálkahártyán előforduló, nem daganatszerű pszeudopolypusoktól, 
melyek általában a nyálkahártya túlnövésből adódnak. A bélben található adenomák 
legtöbbször a sigmoideum és a rectum területén lokalizálódnak, legnagyobb veszélyük, 
hogy átalakulnak rosszindulatú daganatokká. A bélrendszer rosszindulatú daganatai 
legtöbbször változatos differenciáltságot mutató mirigyekből felépülő adenocarcinomák 
[98]. Prognosztikai szempontból a legfontosabb tényező a bélfalra kiterjedt mélységi 
invázió mértéke. A vastagbél daganatai a regionális nyirokcsomók mellett elsősorban a 
májba, majd a tüdőbe adnak metasztázist.  
A sebészeti beavatkozást protokoll szerint végzik, általában egy legalább 20-30 cm 
nagyságú bélszakasz eltávolításával. A sebészeti diagnosztikai eszközt ebben az esetben 
kevésbé lehet a tumor széleinek meghatározására használni, inkább csak a kérdéses 
területek, esetleg környéki nyirokcsomók diagnózisára. 
II.3.1.5 A tüdő tumoros megbetegedései 
A tüdőben többféle rosszindulatú, hámeredetű tumor fordulhat elő, melyek a tüdő 
daganatok 90-95%-át adják. Ezek a laphámcarcinomák, adenocarcinomák, nagysejtes 
carcinomák (együttesen nem kissejtes tüdőrákok) és a kis sejtes carcinomák [99, 100].  
A kissejtes tüdőrák nagymértékben rosszindulatú, neuroendokrin jellegű, hámerdetű 
tumor, az összes tüdőrák között nagyjából 20%-ot tesz ki az előfordulása. 
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Elhelyezkedése általában centrális, gyors növekedésű, emiatt általában nem operálható, 
és szisztémás betegségként kezelik radio- és kemoterápiával. A nagysejtes tüdőrák 
diagnózisának felállítása kizáráson alapul. Ide tartoznak azok a tumorok, melyek nem 
kissejtes carcinomák és nem mutatnak sem adenocarcinoma, sem pedig laphám 
carcinoma-szerű differenciáltságot. 
Sebészeti szempontból a tüdő tumorok kissejtes és nem kissejtes besorolása döntő 
fontosságú. A nem kissejtes tüdőrákoknál a műtéti resectio jelenti a leghatékonyabb 
kezelési formát. Általában az összes tüdőrákos eset 20-25%-a operábilis. Az operábilis 
eseteknél a standard sebészeti megoldás az érintett tüdőlebenyek és nyirokcsomók 
eltávolítása. Amennyiben a környező szervek is érintettek (például mellkasfal, rekesz 
vagy pericardium), a műtét kiterjesztése a bevett eljárás, ilyen esetekben is fontos 
szerepe lenne a diagnosztikai készüléknek, továbbá a nyirokcsomók státuszának 
megállapításában lehet szerepe.   
A primer tumorok mellett gyakoriak a tüdőbe áttétet adó tumorok, amennyiben a 
primer tumor biológiai viselkedése lehetővé teszi azt, viszonylag jól operálhatóak, és 
nem szükséges teljes lebenyt eltávolítani.  
II.3.1.6 Emlő tumorok 
Az emlő rosszindulatú daganatos megbetegedései a nőket érintő daganatos 
betegségek okozta halálokok között vezető helyen áll. Az emlőrák kialakulásában 
számos környezeti hatás, élettani folyamat és genetikai ok szerepel. Ezek közül a 
legjelentősebb élettani folyamat az elhúzódó ösztrogénhatás, illetve familiáris emlő 
ráknál a bizonyos gének mutációja [101, 102]. Patológiai és klinikai szempontból fontos 
elkülöníteni az in situ és az invazív emlő daganatokat a klinikai tüneteket még nem 
feltétlenül produkáló, de mammográfiásan kimutatható daganatoktól. Az emlő 
daganatai nagyon heterogén csoportot alkotnak mind kiterjedés, mind elhelyezkedés, 
mind sejttípus szerint.  
A tumortól függően változik a műtéti eljárás. A legradikálisabb módszer a teljes 
emlő eltávolítása, amit ma már nem preferálnak annyira, mint az emlő megtartó 
műtéteket. Ebben az esetben csak a tumort tartalmazó szegmentumot távolítják el, a 
kimetszés közel történik a tumor határához, ezért a tumor visszanövésének esélye 
magasabb. Mindkét esetben jól használható egy in-vivo diagnosztikai eszköz a tumor 
határának pásztázására, illetve kérdéses területek diagnózisára.  
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Az emlő tumorai a nyirokrendszeren és a vér erek rendszerén keresztül is 
adhatnak metasztázisokat. Jellemzően a műtétek során a tumorhoz legközelebbi szűrő 
nyirokcsomót (sentinel vagy őrszem nyirokcsomó) vizsgálják meg izotópos vagy 
festéses eljárással. Az eljárást fel lehet gyorsítani a tömegspektrométeres 
diagnosztikával akár 1-2 másodpercre is, ami a műtét további lefolyását is 
befolyásolhatja. A vér rendszeren keresztül leggyakrabban a tüdő, pleura, csont, agy és 
máj metasztázisok alakulnak ki. 
II.3.1.7 A központi idegrendszer tumoros megbetegedései 
A központi idegrendszerben kialakuló daganatok bár összességében nem gyakoriak, 
kialakulásuk hamar kezdődik. A páciensek nagy része 40-60 éves kor között van, 
azonban sajnos nem ritka a 30-as éveiben járó beteg sem. A primer agydaganatok 
kezelése nehézkes, az átlagos túlélés nem túl magas, ami összefügg azzal, hogy a 
páciensek nagyon ritkán kerülnek időben kórházba. Amennyiben a tumor funkcionáló 
régióban helyezkedik el, a tünetek viszonylag hamar jelentkeznek, a műtéti kezelés 
azonban nehézkes vagy lehetetlen. Nem funkcionáló területen kialakult tumorokkal az a 
probléma, hogy későn jelentkeznek tünetek, addigra a tumor már magas grádusú és 
nagy kiterjedésű lehet.  
Az idegrendszer primer daganatai az astrocyta, az oligodendroglia, az ependyma 
eredetű daganatok és a meningeoma [103, 104]. Ez utóbbi jóindulatú, és amennyiben 
nem funkcionális területen van jelen, jól is operálható daganat. Az astrocyta eredetű 
daganatok, az astrocytoma-k, bármely életkorban kialakulhatnak, növekedésük 
infiltratív, általában nem túl jól reagálnak sugárterápiára és egyes jól differenciált 
formák, vér-tumor gát segítségével, a vízben oldott kemoterápiás szereknek is 
ellenállnak. Egyetlen hatásos ellenszere a megfelelő eltávolítás. Az oligodendroglioma-
k és ependymoma-k jobban reagálnak kemo- és sugárterápiára, azonban az agytumorok 
esetén mindig a sebészeti eltávolítás segíthet a legtöbbet. Újonnan kifejlesztett terápiás 
eszköz az ún. gamma-kés, amely relatíve kis fókuszponttal rendelkezik, ezért 
lokalizáltan képes a tumor sejtekre hatni. Azonban a besugárzás mindig egészséges 
sejtek pusztulását, ezáltal az agy funkcióinak romlását eredményezi. 
Sajnos az idegsebészetben hatványozottan igaz, hogy az operáló orvos 
mikroszkópjára és tapasztalatára van bízva a páciens. Jól érthető okoknál fogva az 
operálás során a lehető legkevesebb egészséges agyszövetet próbálják eltávolítani, a 
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tumor teljes eltávolítása mellett. A tumorokat leginkább apró darabokban szedik ki 
ultrahangos vagy bipoláris készülék segítségével. Mindkét készülék használatánál akár 
éveket nyerhet a páciens egy jó diagnosztikai eszköz segítségével. A 4-es grádusú 
astrocytoma-k (glioblastoma-k) esetében bebizonyították, hogy akár 2-5 cm-rel a tumor 
gócpontján túl is lehetnek tumoros sejtek, teljes eltávolítása szinte lehetetlen. Egy 
tömegspektrometriás szövetazonosító eszköz összes alkalmazása közül, az egyik 
legfontosabb az idegsebészetben való használat, mert itt a legkritikusabb a tumoros 
szövet határának pontos meghatározása.  
Az agyban is jellemző számtalan primer tumor áttéte. Gyakoriak a melanoma, 
tüdő és vastagbél áttétek. Az operálásukhoz és a primer tumor megállapításához is jól 
használható a diagnosztikai eszköz.  
II.3.2 Ismeretlen eredetű primer tumor meghatározása 
Nagyon fontos alkalmazási terület az ismeretlen eredetű primer tumorok 
meghatározása a tumor áttétének vizsgálata alapján [105]. Sajnos a mai napig 
előfordulnak olyan esetek, amikor nem lehet megnyugtatóan meghatározni egy jól 
definiált metasztázishoz tartozó primer tumor helyét. A metasztázis eltávolítása után 
ilyen esetekben nagyon gyakran képződik újabb áttét. Az áttét szöveti jellemzői nagyon 
hasonlóak a primer tumor szöveti jellemzőihez, ezért reményeink szerint nagy 
valószínűséggel meg lehet határozni az áttétből a primer tumor képződési helyét az 
általunk fejlesztett eszköz ill. módszer segítségével. 
A felsorolt alkalmazásokon kívül még más sebészeti alkalmazása lehet egy ilyen 
eszköznek. A gyomor tumorok során említettem az endoszkópba való integrálását az 
eszköznek, lehet biopsziás minták azonnali vizsgálatára használni, nyirokcsomók 




1. Meglévő proteomikai és lipidomikai módszertanok összehasonlító elemzése és 
felhasználása egy gyors diagnosztikai módszer kifejlesztéséhez. 
a. agyi szinaptoszóma fehérjéinek vizsgálata szorongásos egérmodellben 
b. különböző szövetek lipideinek vizsgálata direkt ionizációs 
tömegspektrometriával 
2. Egy új típusú, általánosan használt sebészeti eszközökre épülő módszer és a hozzá 
kapcsolódó adatfeldolgozás hátterének kidolgozása: szoftver, algoritmusok, 
adatbázis. A mérések és a műtőkben szerzett tapasztalatok alapján a módszer 
folyamatos fejlesztése. 





IV. Anyagok és Módszerek 
Először a gélelektroforézis leírása található, részletesebb leírás található a 
hivatkozott referenciákban, illetve a függelékben. A fejezet második felében a 
tömegspektrometrián alapuló technikák részletezése történik, az új típusú ionizációt 
alkalmazó kísérleti felépítések pontos leírásával. 
IV.1 Mintaelőkészítés és gélelektroforézis  
Kísérleteink során generációkon át szelektált szorongásos tüneteket mutató és 
kontroll egerek (Egis gyógyszergyár) agyának vizsgálata történt. A szelektálás 32 
egéren 3-féle viselkedési teszt alkalmazásával történt. Az állatok tartása és a kísérletek 
megfeleltek a Magyar Állattartás és Kísérletezés (1998, XXVIII.) törvényének, és a 
helyi szabályozásoknak, illetve a 86/609/EEC általános szabályozásnak.  
IV.1.1 Szorongásos egérmodell 
Két beltenyésztett egértörzset használtunk fel. Az egyik kifejezetten szorongásos 
hasonló viselkedést mutatott a viselkedési teszteken, míg a másik normális, sőt a 
normálisnál is kevésbé szorongó viselkedést mutatott. A tenyésztés és viselkedési 
tesztek az Egis gyógyszergyárban történtek, részletes információ található a [106] 
referenciában. 
IV.1.2 Szinaptoszóma preparálás, 1D-gélelektroforézis, MS azonosítás 
Az egereket cervikális diszlokáció után dekapitáltuk, az agyat eltávolítottuk, 4 °C-os 
fiziológiás sóban megmostuk, lemértük végül 0.32M-os szukróz oldatban 
homogenizáltuk. A homogenizátumot többszörös centrifugálás során a mielintől és 
zsírok nagy részétől megszabadítjuk, kétszeres grádiens centrifugálást alkalmazva 
(0.32M szukróz és 0.8M szukróz oldat, 9500g), desztillált vízzel a sejteket 
szétroncsolva, végül egy közel tiszta szinaptoszóma preparátumot kapunk. A következő 
lépés triklórecetsavval (TCA) a fehérjék kicsapása, majd 10%-os SDS gélen a minta 
futtatása 15 cm-es gélen történt (pontos mérési leírás a függelék X.1-ben található. A 
gélek bescannelése TyphoonTRIO+ scannerrel (GE Healthcare) történt, az egyes csíkok 
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intenzitásának analízise pedig a Image Quant és DeCyder szoftvercsomag segítségével 
(GE Healthcare) történt.  
A fehérjék azonosítása Szegeden történt egy Agilent 1100 Series nano-LC-vel 
összekapcsolt tömegspektrométerrel, nanoelektrospray ionizációval. A peptidek 
elválasztásához ZORBAX 300SB-C18 oszlopot használtunk. Részletek megtalálhatóak 
a [106]-ös referenciában. 
 
Anyagok és Módszerek 
IV.2 Szövetek közvetlen tömegspektrometriás vizsgálata 
IV.2.1 Minták 
Az optimális paraméterek maghatározásához étkezési célra tenyésztett disznó 
szerveket használtunk (máj, tüdő, vese, lép, szív, izom, agy). Kutya adatbázis építéséhez 
Dr. Balogh Lajostól (Országos Frederic Joliot-Curie Sugárbiológiai és 
Sugáregészségügyi Kutató Intézet) kaptunk spontán tumoros kutyákból eltávolított 
tumoros és egészséges szöveteket, illetve elaltatott kutyákból post-mortem tumoros és 
egészséges szöveteket. A spontán tumorok műtéti eltávolítása során in-vivo adatokat 
rögzítettünk. Humán post-mortem szöveteket Dr. Dezső Balázstól (Debreceni 
Pathológia Intézet) kaptunk. Humán műtétek közben in-vivo és ex-vivo mérések a 
Debreceni egyetem sebészeti és idegsebészeti intézetében, illetve a Semmelweis 
egyetem I. sebészeti klinikáján készültek. A minták beszerzéséhez és felhasználáshoz 
szükséges vonatkozó jogszabályokat betartottuk, a szükséges etikai engedélyeket 
beszereztük. 
IV.2.2 Ionforrás és mintavételi módszer 
IV.2.2.1 REIMS 
A REIMS módszer kísérleti felépítése látható a 16. ábra a részén. 
A szövetminták felületén egy, a laboratóriumunkban kifejlesztett elektrosebészeti 
kézidarabbal ejtettünk bemetszéseket. A kísérletek során ERBE ICC 300, ERBE ICC 
200 (ERBE Elektromedizin GmbH, Tübingen, Németország) és Radiosurg 2200 
(Meyer-Haake, Wehrheim, Németország) elektrosebészeti tápegységeket használtunk. 
Az eszközöket vágás funkcióban, szövetfüggően 30-70W teljesítménnyel, az ERBE 
készülék esetén 2-3 programmal használtuk. A kísérleti kézidarab esetében a sebészeti 
elektródot beágyaztuk egy nyitott 1/8’’-os rozsdamentes acél csőbe, ami a kézidarab 
belsejében futó 1/8’’-os külső átmérőjű PFTE csőhöz kapcsolódik (16. ábra). A csövön 
keresztül a vágás során keletkezett füstöt vezettük el a tömegspektrométer 
atmoszferikus bemenetéhez egy Venturi szivattyú segítségével. A Venturi szivattyút 
nitrogénnel vagy sűrített levegővel használtuk 4 bar nyomáson. A szivattyút a készülék 
atmoszferikus bemeneti kapillárisára merőlegesen integráltuk a forrásházba, a 
szennyeződés minimalizálása érdekében. (16. ábra). Az elektrosebészeti  aeroszolban 
jelen levő töltött részecskék elemzését LCQ Deca XP Plus, LCQ Deca XP Max 




(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), LTQ Velos, Orbitrap Discovery Fourier 
Transform MS (ThermoScientific, Bréma, Németország) és CTOF (TofWerk, Thun, 
Svájc) tömegspektrométerekkel végeztük .  
 
 
16. ábra REIMS módszer a) teljes kísérleti felépítés, b) az atomoszferikus interface és a Venturi szivattyú 
elhelyezkedése, c) a házilag gyártott kézidarab felépítése 
 A tömegspektrométer és elektrosebészeti eszköz beállításait minden ionizációs 



























c) Acél cső 





  LCQ Deca 
MS API Forrás  Capillary Temp. (°C)  200  
 Capillary Voltage (V)  -30  
 Tube Lens Voltage (V)  -30  
MS Ion Optika  Multipole 1 Offset (V)  4.0  
 Lens Voltage (V)  17.0  
 Multipole 2 Offset (V)  7.0  
 Multipole RF Amplitude  (Vp-p)  400  
 Entrance Lens (V)  60.0  
 Trap DC Offset (V)  10.0  
MS Ion Detektálás  Dynode Voltage (kV)  14.85  
 Multiplier (V)  -1100  
MS Egyéb  Microscan  3 (bipolar: 1)  
 Range (m/z)  600-900  
 Injection Time (ms)  10-100 (bipolar: 1000)  
ERBE ICC 200/300  Effect  Cut 30-90W  
Program  2-3  
Radiosurg 2200  Effect  Cut 30-90W  
2. táblázat. LCQ Deca készülékek és elektrosebészeti eszközök beállításai. 
  





  LTQ Velos 
MS API Forrás  Capillary Temp. (°C)  200  
MS Ion Optika  Multipole 00 Offset (V)  4.0  
 Lens 0 Voltage (V)  4.4  
 Multipole 0 Offset (V) 4.5 
 Lens 1 (V) 15.0 
 Gate Lens (V) 90.0 
 Multipole 1 Offset (V)  8.0  
 Multipole RF Amplitude  (Vp-p)  600  
 Front Lens (V)  5.0  
 Front Section (V) 13.0 
 Center Section (V) 16.0 
 Back Section (V) 11.0 
 Back Lens (V)  15.0  
MS Ion Detektálás  Dynode Voltage (kV)  14.85  
 Multiplier 1 (V)  -1180  
 Multiplier 2 (V) -1160 
MS Egyéb  Microscan  1  
 Range (m/z)  600-900  
 Injection Time (ms)  100-500  
3. táblázat. LTQ Velos beállításai 
  




TOF API Forrás Skimmer Offset (V) -110 
TOF Ion Optika Ion-Lens 119 
 Deflector 79.6 
 Deflector Flange 76.6 
 Quad2 Front -8 
 Quad2 Back 1 
TOF Ion Detektálás MCP (V) 2300 
4. táblázat. Tofwerk TOF készülék fontosabb beállításai 
 
IV.2.2.2 LDI 
A sebészeti lézer használata nagyon hasonlít az elektrosebészeti eszköz 
használatához. A lézersebészeti kézi fejhez hozzáerősítettünk egy 1/8’’-os külső 
átmérőjű PFTE csövet, amin keresztül a keletkező aeroszolt Venturi-szivattyú 
segítségével juttattuk a korábban felsorolt tömegspektrométerek valamelyikének 
atmoszferikus bemenetéhez (17. ábra). 
 

















A sebészeti széndioxid laser (DS-30; Daeshin-Enterprise, Seoul, South Korea) 
használata folytonos üzemmódban (CW: continuous wave) és pulzus módban (pulzus 
szélesség: 90 s, 3 Hz-es ismétlés) 10.6m-es hulámhossz melet használtuk. A lézer 
teljesítménye 5-10W volt CW módban és 10-30mJ/pulzus pulzus módban [39]. 
IV.2.2.3 Bipoláris csipesz - REIMS 
Bipoláris funkciója mindhárom elektrosebészeti eszköznek (ERBE, Radiosurg) van, 
mi gyári ERBE csepegtetővel elátot kézidarabot használunk (18. ábra) ERBE ICC200-
as és ICC300-as eszközzel kapcsolva. Eredetileg a csepegtetőn keresztül fiziológiás 
sóval nedvesítik a szövet felszínét, ezzel védik a kiszáradástól, és mossák le vért és apró 
törmeléket a csipeszről. A mi alkalmazásunkban a kialakítot csepegtetőt a keletkezet 
aeroszol elszívására használtuk. A csepegtető bemenetéhez hozzáerősítetünk egy 1/8’ 
külső átmérőjű PFTE csövet, aminek a másik végét a tömegspektrométer fűtöt 
kapiláris típusú atmoszferikus bemenetéhez erősítetük (18. ábra). A 
tömegspektrométerben uralkodó vákuum hatására a csipesz használata során keletkezet 
aeroszol a csövön keresztül jut el a tömegspektrométerbe. A bipoláris csipeszt 100-
120W teljesítmény tartományban használtuk, a tömegspektrométer (csak LCQ Deca) 
beálításait az 2. táblázat tartalmazza. 
 
18. ábra. Bipoláris csipesz használata: a) bipoláris csipesz és tömegspektrométer összekapcsolása b) 
csepegtetővel rendelkező gyári csipesz felépítése. 
 
IV.2.2.4 Ultrahangos sebészet 
Kereskedelmi forgalomban kapható ultrahangos sebészeti eszközt (Selector, ERBE 





















eltávolításához. A szövetroncsolás 24kHz-en történt 60%-os energia beálítások melet. 
1/16’ és 1/8’’ külső átmérőjű és 2 mm belső átmérőjű PFTE csövön keresztül szívtuk el 
a keletkező szövetörmeléket a gyári kézidarab elszívó egységén keresztül. A csövet 
házilag gyártot Venturi szivatyúhoz kapcsoltuk. A CUSA módszer esetében a 
pumpával kelet a folyadék elporlasztását is megoldani. A porlasztás kérdését ebben az 
esetben egy ketős fúvóka rendszerrel oldotuk meg (egymásba csavarozot réz 
fúvókák), amelyek a pumpa végén találhatóak és a szabadba porlasztják a mintát (19. 
ábra). 
 
19. ábra. Folyadék porlasztása CUSA használata esetén, a) a Venturi cső végén található két rézfúvóka, b) a 
porlasztás működési elve. 
A Venturi szivatyúban elhelyezkedő fúvókák beálítása nagyon fontos a jó 
hatékonyságú porlasztás érdekében. A Venturi szivatyú ortogonálisan helyezkedik el a 
tömegspektrométer fűtöt kapilárisához képest (20. ábra) a szennyeződés 
minimalizálásának érdekében. Az ultrahangos roncsolás közben a keletkezet 
szövetörmeléket és folyadékot folyamatosan szívjuk el és porlasztjuk a 
tömegspektrométerbe. A tömegspektrométer beálításai megegyeznek a REIMS és LDI 
módszerben leírtakkal [48]. 
 





20. ábra. Ultrahangos mintavételezés vázlata 
 
IV.2.3 Adatfeldolgozás 
A kvázi-valósidejű visszajelzés megvalósításának érdekében a 
tömegspektrométerben létrejövő tömegspektrumot nagyon rövid idő alatt fel kell 
dolgozni. Ahhoz, hogy a készülék valós időben tudjon információt szolgáltatni, az 
adatfeldolgozás nem tarthat 0.1 másodpercnél tovább. Kézenfekvőnek látszott a 
gondolat, hogy építsünk a szövettanilag hiteles spektrumokból adatbázist, amit aztán 
valamilyen egyszerű hasonlósági index alapján vagy más számítási módszerrel 
használunk fel a valós idejű azonosításhoz. A tömegspektrumokat az esetek nagy 
részében 600-tól 900-ig, azonban néhány kísérlet során 150-től 2000-ig terjedő 
tömeg/töltés tartományban rögzítettük. A doktori dolgozatomban található adatokat 
mind egységnyi felbontású adatként kezeltük, tehát 600-tól 900 m/z-ig tartó 
tömegtartományban 300 dimenziós adatsort (pontosabban 299 dimenziós) használtunk 
úgy, hogy x.5-tól x.5-ig átlagoltuk a spektrumot minden egész tömeg esetében. A 
kifejlesztett szoftver azonban már képes ennél kisebb egységekre is osztani a 
tömegskálát, ezért a gép érzékenységétől függően 0.1, illetve 0.01-os „binek” 
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Egy Oracle alapú adatbázist hoztunk létre a szövetspecifikus, hisztológiailag 
hitelesített spektrumok tárolására, az algoritmusokat PLSQL-ben írtuk meg, a 
felhasználói felület pedig C#-ban készült. Az adatbázisban szereplő spektrumok 
paramétereiről, illetve a hozzá tartozó adatfeldolgozó és adatbáziskezelő szoftverről 
részletesebben lesz szó az Eredmények fejezetben. A szoftverbe integrált 
adatfeldolgozás alapja, hogy a műtét (valós idejű analízis) előtt építünk egy modellt az 
adatbázisban PCA, majd LDA algoritmusokat használva, és a műtét alatt már csak a 
létrejött, hisztológiailag asszignált adatteret („modell”) használjuk. A PCA és az LDA is 
tér transzformáció, a PCA esetében egyetlen transzformáló mátrixra van szükségünk, az 
LDA esetében pedig egy transzformáló mátrixra a spektrum elhelyezésére az LDA 
térben, és néhány kovariancia mátrixra a csoportoktól való távolság kiszámítására. Egy 
új spektrum osztályozásához néhány mátrixszorzás szükséges, ami megoldható a 0.1 
másodperces időkereten belül. A PCA-t az eredeti 300-1950 dimenzió lecsökkentésére 
használjuk, általában 60 főkomponenst megtartva, az LDA-t pedig a tényleges 
osztályozásra 60 dimenzióban. A teljes adatfeldolgozás bővebb kifejtése az 




A fejezetben először a szorongásos egérmodellben a fehérjék vizsgálatából készült 
eredményekről lesz szó, majd áttérek a szöveti lipidek azonosítására, és a lipidek 
azonosításán alapuló eszköz leírására.   
V.1 Szorongós egérmodell agyi szinaptoszóma fehérjéinek vizsgálata 
A fehérjék rendszerszintű vizsgálata szorongásos egérmodellben történt. 
 
21. ábra. Kontroll és anxietáns betegségben szenvedő egerek agyi szinaptoszóma preparátumából készített 1 
dimenziós Commassie blue gél 
A 21. ábran a nyíllal jelölt három oszlop egyes fehérjét tartalmazó csíkjait küldtük el 
azonosításra. 101-119 és 201-219 minták esetén csak a csíkokat, míg 220-275 estén a 
teljes sávot 55 részre vágtuk, és azokat küldtük el egyenként azonosításra. Az 
eredmények alapján az egyes csíkokban akár 5-10 különböző fehérje is volt, ezért nem 
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lehet egyértelműen megmondani, hogy melyik fehérjének különbözött a szintje a 
kontroll és az anxietás csoportban. Az egyes csíkokban a legvalószínűbb fehérjéket 
tartalmazza a 5. táblázat. 
Minta # Legvalószínűbb fehérjék 
101/201 alpha-II spectrin, beta 2 spectrin 
102/202 synaptic Ras-GAP 1, voltage-gated calcium channel alpha2/delta subunit 
103/203 hexokinase 1, oxoglutarate dehydrogenase 
104/204 mKIAA4093, actinin alpha 4, PSD-95 
105/205 Aco2 protein, Immt protein 
106/206 Stress-70 protein, synapsin-Ib, H+ transporting ATPase (V1 subunit A, isoform 1) 
107/207 heat shock cognate 71 kDa, vacuolar ATP synthase (catalytic subunit A), calcium binding mitochondrial carrier protein Aralar1 
108/208 Ulip2 protein, syntaxin binding protein 1, dihydrolipoamide S-acetyltransferase, synapsin-II, Atp5b protein 
109/209 heat shock protein 65, pyruvate kinase M2-type, synaptotagmin I 
110/210 H+ transporting ATP synthase (mitochondrial F1 alpha subunit), Atp5b protein, glutamate dehydrogenase 1, dihydrolipoamide S-succinyltransferase 
111/211 enolase 1 alpha, mKIAA0968 protein, 4-aminobutyrate aminotransferase 
112/212 Uqcrc1 protein, mKIAA4020 protein 
113/213 gamma-actin, cyclic nucleotide phosphdiesterase 1, succinate-coenzyme A ligase 
114/214 aldolase 1A, isocitrate dehydrogenase 3 alpha (NAD+), SH+ domain protein 2A 
115/215 malate dehydrogenase 2 (NAD), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, succinyl-coA synthetase 
116/216 NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex 9, Pdhb protein, malate dehydrogenase (cytoplasmic), sideroflexin 3, G protein beta2 
117/217 voltage-dependent anion-selective channel protein 1(VDAC-1), electron transferring flavoprotein 
118/218 vacuolar H+ ATPase E1, ATP synthase H+ transporting (mitochondrial), diaphorase 1, voltage-dependent anion channel 2 
119/219 Atp5b, Pacsin1 protein 
5. táblázat. 1 dimenziós szinaptoszóma preparátumból készült gélben található legvalószínűbb fehérjék. 
 Az azonosítás alapján egyértelmű, hogy a szinaptoszómában található fehérjék 
elválasztására egymástól nem elég az egy dimenziós elektroforézis. Minden csíkban 
több különböző fehérje van jelen, ami lehetetlenné teszi a kvantitatív analízist, hiszen ha 
nem is változott a csíkban található teljes fehérjekoncentráció, attól még az egyes 
összetevők változhattak. Ha változott a csíkban az összes fehérje mennyisége, akkor 
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pedig további jelöléses vizsgálatok szükségesek ahhoz, hogy megmondjuk, a lehetséges 
fehérjék közül melyik változott. A probléma megoldásához hatékonyabb elválasztásra 
van szükségünk, ezért nem kerülhető el a 2 dimenziós gélek használata. Azonban 
egyetlen két dimenziós gél futtatása önmagában 3 napot vesz igénybe, utána a gél 
digitalizálása, a megfelelő mintafoltok kivágása és tömegspektrometriás azonosítása jó 
esetben is legalább még egy nap, ha minden eszköz adott egy helyen. A 4 napos 
diagnosztikai módszer nem tekinthető gyors diagnosztikának, nem beszélve arról, hogy 
a kísérlet eredménye nagyban függ a tömegspektrometriás azonosítástól, illetve a 
használt fehérje adatbázisoktól.  
Célunk egy molekula vagy marker mintázaton alapuló diagnosztikai módszer 
kidolgozása volt, nem egyéni markerek keresése. A fent vázolt módszerek leginkább 
olyan molekulák kimutatására alkalmasak, amelyek koncentrációja magas a sejtekben, 
és sokkal nehezebb egyedi, alacsony koncentrációban jelenlévő fehérjéket vagy 
lipideket azonosítani. Azonban a magas koncentrációban megjelenő molekulák nagy 
valószínűséggel mind az egészséges mind a kóros sejtekben is előfordulnak (pl. 
anyagcsere folyamatokban részt vevő fehérjék, membránlipidek, stb.), és a különböző 
sejtekben az egymáshoz viszonyított arányuk változik meg. Az elmúlt években 
jelentősen fejlődött a proteomikai ágazat minden szempontból, nem lett volna 
reménytelen a felmerült problémákat megoldani, azonban egy a mi figyelmünk a 
membránlipidek irányába fordult. 
A dolgozat logikája szempontjából most az első lipidösszetétel vizsgálatokat 
tartalmazó kísérleteket kellene bemutatnom, illetve a módszer kezdeti fejlesztését, 
azonban a későbbi eredmények jelentősége miatt inkább a már működő, lipideket 
azonosító módszerre épülő orvosi eszköz bemutatására szorítkozom. 
 
Eredmények 
V.2 Lipid azonosításon alapuló orvosi diagnosztikai eszköz fejlesztése 
A módszer kidolgozásának kezdeti lépéseit és a kísérleti paraméterek beállításait 
nagyon röviden tárgyalom, a részletek megtalálhatóak a hivatkozott referenciákban. 
Feladataim közül a legfontosabb a módszer adatfeldolgozó algoritmusának kidolgozása, 
és az általunk elképzelt orvosi diagnosztikai eszköz működési algoritmusának 
kifejlesztése volt, ezért ezekről esik bővebben szó. 
V.2.1 Lipid azonosítási módszer beállításainak rövid története 
1. A módszer kidolgozásának kezdeti lépései során a tömegspektrométer beállításait, 
a Venturi-szivattyún keresztüláramló levegő mennyiségét, a szivattyú és a 
tömegspektrométer egymáshoz viszonyított helyzetét és távolságát optimalizáltuk. 
Az optimalizálás a spektrum intenzitására és jel/zaj arányára vonatkozott.  
2. A továbbiakban kifejlesztettünk olyan ionforrás házakat, amelyek elzárták a 
Venturi szivattyú és a tömegspektrométer atmoszferikus bemenete közötti teret a 
külső tértől, így még nagyobb jelhasznosítási arányt sikerült elérni. Az egyes 
paraméterek, távolságok és a ház geometriája folyamatosan változtak a módszer 
fejlesztése során. 
3. Egy 60 patkányt felhasználó kísérletsorozattal azt bizonyítottuk, hogy az életkor 
és a táplálkozás nem befolyásolja a szövetazonosítást [37]. 
4. Ezt követően elkezdődtek az állatorvosi onkológiai környezetben (OSSKI) történő 
mintavételezések, és ez alapján egy kutya szövettani adatbázis építése, majd 
megkezdődött a humán szövettani adatbázis létrehozása a Debreceni Egyetem 
Sebészeti Klinikájának segítségével.  
5. Az adatok gyűjtésével párhuzamosan fejlődött az adatokat feldolgozó algoritmus 
és az elképzelt eszköz működése is. 
A következő fejezetben először vázolom az eszköz működését, utána az egyes 
működési részegységek részletes leírása során térek ki a felmerülő problémákra és 
megoldásukra. 
 
Eredmények   
V.2.2 Az eszköz sematikus működése – alapvető beállítások 
A 22. ábra az Anyagok és Módszerek fejezetben leírt eszközökkel és beállításokkal 
készített spektrumok feldolgozási folyamatát ábrázolja, a 23. ábra pedig a műtét alatti 
visszajelzés mechanizmusát mutatja. Először műtétek során, illetve műtét alatt 
eltávolított preparátumok mérése történik, amelyből szövettani metszetek készülnek a 
mérések után. A spektrumokat pontosan osztályozva folyamatosan tároljuk el az 
adatbázisban, ahol jelenleg körülbelül 37.000 spektrum található. Az adatbázisban 
található spektrumok egy általunk kiválasztott részhalmazán (általában a műtéti 
területen található szervek pontos definiálásával választjuk ki) lefuttatjuk a PCA + LDA 
algoritmusát. A kész modelleket különböző módszerekkel validáljuk (lsd. később), majd 
a műtétek alatt betöltjük és folyamatosan használjuk. Egy műtét során 0.9 
másodpercenként értékeljük ki az elszívott füstből mért spektrumot. Az értékelés során 
a szoftver kiírja a képernyőre a szövet típusát, és egy „lámpa” színe jelzi jól látható 
módon a szövet kondícióját. Amennyiben a szövet tumoros, a lámpa piros, ha a szövet 
egészséges, a lámpa zöld, és ha szoftver nem tudja osztályozni a mintát (akár hiányos 
adatbázis, akár a hiányos spektrum miatt), akkor a lámpa sárga színt vesz fel. A 
következőkben az egyes pontok részletezése történik a műtéti körülményekhez a 
paraméterek beállításától a szoftver elkészítésén át az adatbázis mostani állásáig és a 
valós-idejű osztályozásig. 
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22. ábra. Adatbázis és osztályozó algoritmus építése. 
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23. ábra. Valós idejű osztályozás műtét közben. 
 
V.2.2.1 Mintavételezés műtét alat és műtét után 
Jelenleg két műtőben található készülékünk, a Debreceni Egyetem 
Egészségtudományi Centrumának Sebészeti és Idegsebészeti osztályán, iletve a 
Semmelweis Egyetem 1. Sebészeti Intézetében. A készülékek a műtőblokk területén 
vannak telepítve, és a megfelelő műtétek esetén a műtőasztal melet működnek, az 
egyéb orvostechnikai eszközökhöz hasonlóan. Minden műtőblokkban található 2 darab 
kísérleti elektrosebészeti kézidarab REIMS mintavételhez (24. ábra), iletve a Debreceni 
Egyetem Idegsebészeti Klinikáján az általuk használt bipoláris csipeszeket, és 
speciálisan a célra gyártot bipoláris csipeszeket használják. A kereskedelmi 
forgalomban kapható ERBE csipesz csepegtetője túl közel található a csipesz végéhez, 
ezért az eszköz a műtétek során könnyen eltömődöt. Megoldásként egyedi csipeszek 
legyártása történt, amelyben az elszívó bemenet egy távolabb van a csipesz végétől. 
Ilyen módon elégséges aeroszolt tudunk a műtéti területről elszívni, viszont az elszívó 
csatorna nem tömődik el. A műtét során a páciens megnyitása még nem az általunk 
szolgáltatot steril eszközzel történik, az eszköz használata csak a célterület elérésénél 
kezdődik. A műtét alat a betegben egészséges szövetből készül mintavételezés, ami 
adot esetben egy vágást, más esetekben több párhuzamos vágást jelent (24. ábra ). A 
tumor eltávolítása után azonnal, amennyiben a tumor mérete engedi, a tumorból is 
mintavételezésre kerül sor (24. ábra). Bizonyos esetekben félbevágot nyirokcsomó 
mintavételezése is történik. A kimetszet szövetanyag teljes egészében átkerül a 
Patológiai Intézetbe, ahol a bemetszések környezetét tartalmazó metszetek készülnek. 
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Ha a tumor mérete megengedi, akkor a Patológiai Intézet még rendelkezésünkre bocsát 
további szövetanyagot újabb mintavételezés céljából. 
 
 
24. ábra. a) Az eszköz a debreceni műtőben mérés közben, b) in-vivo egészséges szövetből mintavételezés műtét 
alat, c) az új kézidarab, d) mintavételezés a tumorból az eltávolítás után közvetlenül. 
 
A következő két táblázatban található a munkám során eddig lezajlot humán és álat 
műtétek száma és eloszlása. 
 
1. Álat műtétek: összesen 62. 
minta neve műtétek száma 
emlő daganat 5 
lép haemangioma 2 
lépdaganat 1 
heredaganat 4 
policisztás vese 1 
lipoma 1 
szájüregi tumor 5 
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petefészek ciszta 1 
méh adenoma, diszplázia 1 




nyirokcsomó meta 2 
nyaki tumor 1 
rhabdomyosarcoma 1 




perianalis tumor 2 
végbél 1 




bőr alatti kötőszövet 1 
emlő 1 
histiocytoma 1 
méh  1 
méh gyulladt 1 
méh szolid tumor 1 
 62 
6. táblázat. Állatműtétek száma és szöveti megoszlása 
 
A táblázatban az összes műtét során mért adat megtalálható, több esetben nem tumor 
eltávolításáról volt szó, hanem más típusú műtétről, ahol egészséges szervek spektrumát 
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2. Humán műtétek: összesen 391. 
 
 
Szerv   Műtétek 
száma 
Tumor típusa 
Emlő   19  
  17 Adenocarcinoma 
  2 Adenoma 
Nyelőcső összes 2 Carcinoma planocellulare 
Gyomor összes 23   
  11 Adenocarcinoma 
    5 Carcinoma sigillocellulare 
Vastagbél-végbél összes 156  
 vakbél 8 Adenocarcinoma 
 vastagbél 93 Adenocarcinoma 
 végbél 38 Adenocarcinoma 
 IBD (colitis ulcerosa vagy 
Crohn-betegség) 
9 - 




  46 Különböző metasztázisok, 
egészséges szövet  
Máj összes 35  
  7 Hepatocellular carcinoma 
  2 Húgyhólyag  tumor 
 egyéb 1  
  in vivo 21 Metasztázis különböző 
szervekből 
Tüdő összes 93  
  38 Adenocarcinoma 
  8 Neuroendokrin carcinoma 
  10 Carcinoma planocellulare 
  12 Más tumor 
  Egyéb  8  
Hasnyálmirigy   3 Primer adenocc 
Hashártya   8 Metasztázisok 
Vékonybél összes 2  
  ileum 1 Metasztázis  
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Pajzsmirigy  75  
  7 Carcinoma papillare 
  14 Adenoma 
 Struma 25  
 Egyéb 6  
Agy  41 változó 
Egyéb nem tumoros 16  
Összes  473  
7. táblázat. Humán műtétek száma és szöveti megoszlása 
 
A táblázat tartalmaz olyan műtéteket is, amelyeknek a végső szövettana még nem 
került hozzánk, ezeket nem csoportosítottuk még. Az 8. táblázat a páciensek nem és kor 
szerinti eloszlását tartalmazza. 
 
Kor Nő Férfi Összes 
     -30  10 7 17 
31-40  19 5 24 
41-50  24 18 42 
51-60 64 56 120 
61-70 68 91 159 
71-  58 53 111 
Összes  243 230 473 
8. táblázat. Páciensek nem és kor szerinti megoszlása.  
 
A szokásos szövettani vizsgálat mellett a mintavételezési bemetszések 
környezetéből is készül néhány metszet a spektrumok pontos osztályozásának céljából. 
Olyan esetekben, amikor a sebész úgy ítéli meg, hogy a teljes anyag szövettani 
vizsgálatot igényel, illetve ha a tumor nagy méretű , minta formalin helyett fiziológiás 
sóoldatban azonnal átkerül a Patológiai Intézetbe, ahol a kérdéses területről egy 
nagyobb vastagságú metszet készül. A szövetminta másik felét szövettani elemzésnek 
vetik alá, illetve a tömegspektrometriásan vizsgált szövet maradéka is szövettani 
elemzésre kerül (25. ábra). 
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V.2.2.2 Ionizációs kérdések, paraméterek beállítása 
Monopoláris elektróda (REIMS), lézer és CUSA esetén nem kívánom részletezni a 
paraméterek beállítását szolgáló kísérleteket. Az optimálás során beállítottuk az 
optimális elszívási sebességet (Venturi-szivattyún keresztüláramló gáz nyomása), a 
tömegspektrométer számos paraméterét (2. táblázat, 4. táblázat), az elektrosebészeti 
eszköz, illetve a lézer optimális paramétereit, valamint az elszívó cső hosszát és 
átmérőjét, egyéb paraméterek mellett. Részletesen megtalálhatóak az eredmények a [37-
39, 48] referenciákban. A bipoláris csipeszhez tartozó teljes paraméter beállítás még 
folyamatban van, a bemutatott adatok az 2. táblázatban leírt beállítások mellett kerültek 
rögzítésre.  
Különböző módszerek, különböző spektrumok 
Felmerült a kérdés, hogy az idegsebészeti beavatkozások során használt négy 
bemutatott módszer spektrumai mennyire hasonlítanak egymásra, azaz például hogy 
milyen mértékben lehetséges egy lézeres mérésekkel készített adatbázist 
elektrosebészeti úton nyert spektrumok osztályozására használni. A kérdés azért nagyon 
fontos, mert lézeres képalkotó eljárásokkal milliméternél kisebb felbontású képeket is 
képesek vagyunk készíteni egy megfelelő mintavevő állomással, szövettani 
metszetekből. A 26. ábra négy különböző sebészeti módszerrel mért humán agy 
spektrumát tartalmazza. A REIMS és lézeres ionizáció termikus evaporációt 
eredményez, az ultrahangos módszer pedig mechanikai porlasztással ionizálja a mintát. 
Bár a pontos ionizációs mechanizmus még nem ismert, a termikus és a mechanikus 
dezintegráción alapuló ionizáció különbségeit egyértelműen láthatjuk a spektrumokon. 
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26. ábra. Különböző sebészeti eszközökkel mért humán agy spektrumok 
A spektrumok alapján nem egyértelmű, hogy mennyire összehasonlíthatóak 
egymással a monopoláris, bipoláris és lézeres spektrumok, azonban szabad szemmel is 
látható különbségek vannak a három módszerrel nyert adatok között. A spektrumokból 
épített modellt és az egymással való osztályozás pontosságát részletesebben később 
fejtem ki.  
Az ionizáció mechanizmusa 
A mai elképzeléseink alapján a termikus ionizáció során a szövetből elsődlegesen 
poláros lipid molekulákkal burkolt vízcseppek keletkeznek. Ezek a cseppecskék utaznak 
a csővezetéken keresztül a tömegspektrométer vákuumterébe. A tényleges gázfázisú 
ionképződés a már a tömegspektrométerben, egészen pontosan a nagy vákuum tér 
bemeneti részén történik. Erre konkrét kísérleti bizonyítékaink vannak, ugyanis a 
tömegspektrométer egyes elemeire adott feszültség sem az atmoszferikus nyomású 
tartományban, sem pedig az elő vákuum tartományban nem mutat semmilyen hatást a 
tapasztalt jelintenzitásra. A nagy vákuumtérben jelen levő ionoptikai elemek potenciálja 
azonban a hagyományos elektrospray ionizáció esetében tapasztalt módon hat az ionok 
viselkedésére. Kísérletileg bizonyítottuk továbbá, hogy az ionképződésben 
kulcsfontosságú szerepe van a cseppecskék szilárd felülettel történő ütközésének. Az 
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alkalmazot tömegspektrométerek estében ez az ütközés az ún. skimmer elektród belső 
felületén, valamint a szögletes kvadrupol ionvezető rúdjainak szintén belső oldalán 
játszódik le. 
V.2.2.3 A tömegspektrum 
A tömegspektrum összetétele 
 
27. ábra. LTQ Orbitrappal készítet negatív spektrumok a) humán egészséges máj szövetből, és b) máj 
metasztázis emlő tumorból 600-900 tömeg/töltés tartományban. c) A spektrumban található lipidek 
általános felépítése. A legtöbb lipid mindkét szövetben megtalálható, ahogy azt a kinagyítot részben 
láthatjuk (m/z 696-701), azonban az egyes lipidek egymáshoz viszonyítot aránya különbözik, és ez a 
különbség szövetspecifikus. 
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Az LTQ Orbitrap készülékkel próbáltuk a tömegspektrumban megjelenő ionokat 
azonosítani a gép nagy tömegfelbontására való tekintettel. A 27. ábra két különböző 
kutyából származó spektrumot tartalmaz lézerrel, illetve REIMS módszerrel mérve.  
Az egyedi ionok azonosítása pontos tömegmérésen, valamint tandem 
tömegspektrometriás kísérleteken alapult. A különböző azonosított molekulákat 
tartalmazza a 9. táblázat és 10. táblázat.  
 Pozitív ion mód Szövet specificitás 
Foszfatidil-kolinok (PC) 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 20:4, 
20:2, 20:3, 22:6 
Nem 
Foszfatidil-szerinek (PS) 16:0, 16:1, 18:0, 20:4 Nem 
Foszfatidil etanolaminok (PE) 14:0, 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 
20:4, 20:2, 20:3 22:6 
Nem 
Szfingomielinek (SM) 18:0, 18:1, 20:4, 22:6 Igen (Idegrendszer) 
Trigliceridek (NH4
+
 addukt) 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 20:4, 
20:2, 20:3 22:6 
Nem 
Negatív ion mód 
Zsírsavak 2:0, 3:0, 4:0, 8:0, 8:1, 10:0, 
10:1, 12:0, 12:1, 14:0, 14:1, 
16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 
20:2, 20:3, 20:4, 22:6 
Nem 
Foszfatidil etanolaminok (PE) 14:0, 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 




mint PE Nem 
Foszfatidil szerinek (PS) 16:0, 18:1, 18:0 Nem 
Foszfatidil inozitolok (PI) 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 
20:4, 22:6 
Nem 
Szulfatidok 16:0, 18:1, 20:4 Igen (Agy fehér állomány) 
Plazmalogének  16:0, 18:1 Nem/Igen (Invazív ductal 
carcinoma) 
Foszfatid savak 16:0, 18:1, 18:0 Igen (Adenocarcinoma) 
Eikozanidok PGE2, PGI2 Igen (Gyulladás) 
Lizofoszfolipidek 16:0, 16:1, 18:1, 18:2 Igen (Nekrózis, gyulladás) 
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9. táblázat. REIMS spektrumban található molekulák 
Tapasztalataink szerint, kevésbé az egyedi markerek a jellemzőek az egyes 
szövetekre, inkább ugyanazok a membrán lipidek jelennek meg az összes szövet 
spektrumában, csak különböző arányban. Az osztályozási algoritmusnak tehát 
elsősorban az egyes csúcsok (membrán lipidek) egymáshoz viszonyított arányát kell 
felhasználnia. Ez nem jelenti azt, hogy értelmetlen lenne egy specifikus marker 
keresését alkalmazó modult is beépíteni a programba, ami akkor jelez, ha egy specifikus 
markerhez tartozó csúcsot észlel a spektrumban. Ennek megvalósítása viszonylag 
egyszerű, és sokat segíthet a kevert szövettípusok azonosításában. 
Tömeg  Species  Tömeg  Species  Tömeg  Species  
642.476  PA(P-38:0)-NH4  700.424  PA(38:7)-NH4  744.555 PE(36:1)-H  
643.434  PA(32:2)-H  701.513 PE (34:0)-NH4  745.481  PE(38:6)-NH4  
644.555 PE(29:2)-H  702.439  PA(38:6)-NH4  747.497  PE(38:5)-NH4  
645.450  PA(32:1)-H  707.502  PE (P-36:3)-NH4  749.513  PE(38:4)-NH4  
657.486  PA(P-34:1)-H  713.513  PA(37:2)-H  750.435  PS(34:5)-H  
659.526 PC (29:0)-H 714.508  PE(24:2)-H  756.482  PS(34:2)-H 
669.450  PE (32:2)-NH4  715.531  DG(44:10)-H  762.508 PE (38:6)-H 
671.466 PA (34:2)-H 716.524  PE(34:1)-H  763.565  PE(P-40:3)-NH4  
672.486  PA(35:0)-NH4  717.450  PE(36:6)-NH4  766.539 PE (38:4)-H 
673.481  PA (34:1)-H 718.539  PE(34:0)-H  767.487 PS (36:3)-NH4  
674.477  PC (28:1)-H  721.481 PE (36:4)-NH4  768.555 PE(38:3)-H  
681.486  PE(P-34:2)-NH4  723.497 PE (36:3)-NH4  769.503  PS(36:2)-NH4  
683.502  PE(P-34:1)-NH4  724.492  PE(35:4)-H  770.571  PE(38:2)-H  
684.486  PA(36:1)-NH4  727.528  PE (36:1)-NH4  771.518  PS(36:2)-NH4  
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685.518  PA(P-36:1)-H  728.5604 PE (P-36:1)-H 773.513  PE(40:6)-NH4  
687.499  DG(42:10)-H  737.513  PA(39:4)-H  790.539  PE(40:6)-H  
688.492  PE(39:2)-H  739.456 PG (34:5)-H 834.529  PS(40:6)-H  
689.419  PE(34:6)-NH4  740.524  PE(36:3)-H  835.534  PI(34:1)-H  
695.466 PE (34:3)-NH4  741.544  PE(37:1)-NH4  861.55  PI(36:2)-H  
697.481 PE (34:2)-NH4  742.539  PE(34:2)-H  885.55 PI (38:4)-H 
699.497  PE (34:1)-NH4  743.466  PE (38:7)-NH4  886.560  PS (44-8)-H  
10. táblázat. Legfontosabb azonosított lipidek. Az azonosítás Thermo Orbitrap készülékkel történt. A dőlt 
betűvel jelzett molekulák csak a pontos tömeg alapján elméleti lipid, nem sikerült őket gyakorlatban MS/MS 
méréssel kimutatni. 
 
A „megfelelő” spektrum  
Jelenleg, az ioncsapda analizátor tulajdonságaiból adódóan, a spektrumokat 
egységnyi vagy 0.1 egységnyi tömegfelbontású adatként kezeljük, tehát minden 
egységnyi/0.1 tömegértékhez egy intenzitásérték tartozik. Ilyen módon a kiértékelésnél 
egy 300/3000 dimenziós adatvektorból indulunk ki. Bipoláris csipesz esetén 1000 ms 
injektálási idővel, 1 microscan beállítással dolgozunk, tehát a tömegspektrométer 1 
teljes másodpercig gyűjti az ionokat, mielőtt a sor kerülne a tömeganalízisre. Mivel az 
ionok hűlése, a tömeganalízis és a csapda kiürítése mintegy 50 ms-ot vesz igénybe, így 
itt az adatok feldolgozásánál 1,05 másodpercenként tudunk osztályozni. Az összes többi 
esetben az injektálási idő 100 ms alatt van, a készülék minden 100 ms után készít egy 
scan-t, viszont 3 microscan-t átlagolunk, tehát 0.3-0.45 másodpercenként rögzít a 
számítógép egy spektrumot (a csapda ürítési idejétől függően). 
A valós idejű osztályozáshoz jelenleg minimum 3 scan átlagát használjuk (0.9-1.2 
másodpercnyi mérés), illetve céltól függően ez az idő intervallum növelhető. Gyakran 
fordul elő olyan eset, hogy egy bizonytalan képlet meghatározására van szükség, 
ilyenkor érdemes hosszabb mérés átlagát értékelni. Megadható és ajánlatos megadni egy 
teljes spektrumra vonatkozó intenzitási korlátot, amely alatt nem történik kiértékelés 
(28. ábra). Ezzel az egyszerű beállítással a zaj jelentős része kiszűrhető. Később látni 
fogjuk különböző példák alapján, hogy 10 scan átlagolása mellett (3 másodpercnyi 
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tiszta mérés), közel 100%-os osztályozási pontosság érhető el (12. táblázat, 13. táblázat, 
14. táblázat).  
 
28. ábra. Valós idejű osztályozáshoz és spektrum feltöltéshez való korlátok megadása 
Felmerült a kérdés, hogy hány tömegspektrum átlagát tároljuk el az adatbázisban, és 
használjunk tanító halmaznak az osztályozási algoritmushoz ahhoz, hogy a lehető 
legjobb legyen az osztályozás. Sajnos az LCQ Deca XP tömegspektrométerek 
felbontása és érzékenysége legjobb esetben is csak közepes, ezért csak a jó 
körülmények között kapunk egyedi scan-enként teljes spektrumot. A készülék általában 
hiányos spektrumokat rögzít, és a valós idejű osztályozásra használt 0.9-1.2 másodperc 
sem tartalmazza mindig a teljes spektrumot. Tapasztalataink alapján azonban az 
adatbázisba teljes spektrumot kell feltölteni ahhoz, hogy az osztályozás jól működjön, 
ezért minimum 4.5, de inkább 9 másodpercnyi mérés átlagát tároljuk el.  
Az adatbáziselemek minőségének biztosítása érdekében létrehoztunk egy minősítő, 
„jó spektrum” felismerő algoritmust az LCQ Deca XP-k spektrumaira, ami akár 
automatizált spektrumfeltöltésre is alkalmazható, illetve kézi feltöltés esetén 
figyelmeztet, ha valamelyik paraméter nem megfelelő. Az algoritmus a spektrum 
következő tulajdonságait figyeli (28. ábra): 
 A spektrum maximumának intenzitása. Egy zajos spektrum esetén a 
maximum intenzitása sem túlságosan nagy. 
 A spektrum átlagának intenzitása. Zajos spektrumok esetén az átlag is 
alacsony érték.  
 Maximum/átlag. A szöveti spektrumok esetén határozottan kiemelkedik 
néhány csúcs a többi közül. Zajos spektrum esetén az alapvonal, illetve a 
spektrum átlaga is megemelkedik, ezért a kettő aránya lecsökken. 
Tapasztalati úton minimalizáltuk a kettő arányát 7.0-ban.  
 Opcionálisan a spektrum maximumának helyét is vizsgálja. Véletlen 
nagyméretű beütések kiszűrésére alkalmas. A funkció azért lett opcionális, 
mert a spektrumok átlagolásával alapvetően kiszűrjük ezt a problémát.  
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A mostani gyakorlat szerint egyedileg tároljuk el az adatbáziselemeket, figyelve az 
ellenőrző rendszer visszajelzésére. Az adatbáziselemek esetén az átlagolt spektrumok 
száma nem meghatározott, az adott szövettől és a mérés állapotától függ.  
V.2.2.4 A minta pontos hisztológiai osztályozása 
Az adatbázisba való feltöltéshez szükséges az adatbáziselemek pontos osztályozása. 
A jelenlegi adatbázisunk egy fejlesztői adatbázis, amelyben a különböző módszerek 
összehasonlítása, a különböző mérési paraméterek beállítása is folyik a tiszta műtéti 
adatgyűjtés mellett. Többszöri bővítés után jutottunk el a mostani osztályozási 
rendszerig (29. ábra).  
 
29. ábra. Osztályozás. 
 
Az osztályozási algoritmus során meg kell adni a spektrumok osztályát, ami alapján 
a különböző osztályokat elkülöníti az LDA, ezért minden olyan csoportot, ami alapján 
szeretnénk elkülöníteni szöveteket, külön kell kódolni. Például tumor grading esetén, 
akkor a szövet és tumor típusa teljesen azonos lesz, csak a grade különbözik vagy ha 
szeretnénk egyes szerv bizonyos rétegeit elkülöníteni, akkor azt is külön kell kódolni. 
Ezek alapján készültek a következő osztályozási kategóriák: 
1. Fajta. Humán, kutya, disznó, patkány, illetve különböző teszt csoportok a 
paraméterek beállítására.  
2. Szerv. A minősítő az adott szervrendszert kódolja, például vastagbél. A 
szervnek lehetnek módosítói és részei. Vastagbél (colon) része például a 
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vastagbél felszálló ága (colon ascendens), módosítója például a májnak 
(liver) a cirrózis (cirrhosis). 
3. Minta. Automatikusan generáljuk a kiválasztott módosítók és részek alapján: 
módosító + szerv + rész. például: vastagbél + felszálló ág = vastagbél 
felszálló ág. Minden szervnél automatikusan generáljuk a „teljes” (complete) 
módosítót, ezért ha semmit sem adunk meg, akkor a minta például a „teljes 
agy” (complete brain). 
4. Módszer. Az ionizáció módszere: elektrosebészet, bipoláris csipesz, lézer, 
stb.  
5. Módszer 2. Hivatalosan a minta állapota: in-vivo, ex-vivo, fagyasztott, post-
mortem, stb. A modellek generálásakor ez a paraméter megadható 
osztályozási faktornak, ellentétben a módszerrel, ezért gyakran belekódoljuk 
a módszert vagy a készüléket is, ha éppen azokat szeretnénk 
összehasonlítani.  
6. Posztionizáció. A posztionizáció formája és a pozitív vagy negatív ionok 
mérése, például ESI (electrospray) pozitív, vagy semmi vagy negatív. Az 
adatbázisunk legnagyobb részénél nem használtunk posztionizációt és 
negatív ion módban dolgozunk.  
7. Kondíció. Egészséges, tumoros, nem konzekvens. Ezek alapján változik a 
valós idejű visszajelzésnél pirosra, zöldre vagy sárgára a képernyőn a 
színkód.  
8. Tumor típusa. Egy több szintes hierarchikus rendszerben kódoljuk a tumorok 
típusát (pl. vastagbél tumorai, hámszöveti eredetű, rosszindulatú, vastagbél 
adenocarcinoma). A rendszer lehetőséget biztosít a WHO és a morfológiai 
besorolásra is, de az adatbázisban csak a legalsó szintet írjuk ki, például tüdő 
adenocarcinoma mucinosum. 
9. Tumor grade. grade I-IV, a tumor grádusa.  
10. Szerv réteg. A szerv részeit a minta kódolta, a rétegeit külön kezeljük. Pl.: 
vastagbél nyálkahártya, izomréteg, stb.  
A felsorolt osztályzáson kívül még tároljuk a készülék típusát, amivel az adatot 
rögzítettük, illetve a készülék általunk kiválasztott beállítási paramétereit. Minden 
spektrumhoz megjegyzést is lehet adni, ahova általában a minta felvételének 
időpontja és a beteg anonim kódja kerül.  
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V.2.2.5 Az adatbázis és kezelő szoftver 
Az eszköz mögött álló szoftvernek kell kezelnie a V.2.2 fejezet 3.-9. pontjában 
rögzített feladatokat, tehát a nyers adatok rögzítésétől a spektrumok eltárolásán át, az 
adatbázis kezelésén keresztül az algoritmusok futtatásán át a visszajelzésig minden 
feladatot.  
3 réteget tartalmaz a program: 
1) Felhasználói vagy kliens réteg. C# - WPF 
PC-n, WinXP vagy Win7 környezetben fut, egyetlen feltétel a .NET 4.0 
támogatása. Jelenleg még tartalmazza az adatbázis kezelő felületet is, ezt a 
végleges verzió nem fogja tartalmazni. A felhasználói réteggel lehet most a 
teljes adatbázis kezelését (spektrumok eltárolása, feldolgozása, modellek építése, 
egyebek) irányítani, illetve a kliens gépén fut a tényleges felismerés az 
adatbázisban megépített PCA + LDA felismerési modell alapján. 
2) WEB Service: C# 
3) Adatbázis: PLSQL 
Az adatbázisunk egy Oracle R10 Standard Edition One SQL típusú rendszer. A 
PCA + LDA modellek létrehozása ezen a szinten történik, natív kódra fordított 
PLSQL nyelvben megírt algoritmussal. Az algoritmusokban a mátrixok 
kezelésére csak az Oracle UTL_LNA csomagját használtuk fel, nem használtuk 
statisztikai szoftver függvényeit. Az adatbázis felépítése komplex, az egyes 
táblák struktúráját, kapcsolatait, az egyes rekordokat nem részletezném.  
Jelenleg két szeparált adatbázis működik, az egyikben találhatóak az Orbitrap 
készülékkel mért nagy felbontású adatok, illetve számos teszt adat és paraméter 
beállításra vonatkozó adat. A másik adatbázisban találhatóak a műtét közben és után 
felvett adatok, illetve a műtéti beállításhoz készített teszt spektrumok. A következő 
táblázat tartalmazza a munkám során az adatbázisba feltöltött spektrumok számát és 
szöveti megoszlását: 
Fajta Szerv Kondíció Éles adatbázis 
Teszt 
adatbázis Összesen 
Cell lines Melanoma Cancerous 205  
Cell lines Prostate Cancerous 240 445 
Bacteria - -     2573  2573 
Biopsy Bladder Inconclusive 6   
Biopsy Breast Cancerous 32   
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Biopsy Breast Healthy 30   
Biopsy Esophagus Healthy 23   
Biopsy Fascia Healthy 21   
Biopsy Kidney Cancerous 6   
Biopsy Kidney Healthy 13   
Biopsy Large intestine Cancerous 93   
Biopsy Large intestine Healthy 84   
Biopsy Limphoid gland Cancerous 56   
Biopsy Liver Benign 46   
Biopsy Liver Cancerous 26   
Biopsy Liver Healthy 537   
Biopsy Liver Inconclusive 183   
Biopsy Lungs Cancerous 46   
Biopsy Lungs Healthy 229   
Biopsy Mouth Cancerous 6   
Biopsy Muscle Cancerous 25   
Biopsy Rectum Cancerous 43   
Biopsy Rectum Healthy 167   
Biopsy Spleen Cancerous 2   
Biopsy Thireoid gland Cancerous 45   
Biopsy Thireoid gland Healthy 57   
Biopsy Test Healthy 21  1797 
Cat Limphoid metastasis Cancerous 22  22 
Dog All Cancerous 23  
Dog Bladder Healthy 12   
Dog Bone Healthy 4   
Dog Breast Cancerous 62   
Dog Breast Healthy 7   
Dog Connective tissue Cancerous 9   
Dog Epididymis Cancerous 6   
Dog Epididymis Healthy 6   
Dog Fascia Healthy 6   
Dog Gastric Healthy 1333   
Dog Kidney Healthy 1055   
Dog Large intestine Cancerous 28   
Dog Large intestine Healthy 5   
Dog Large intestine 
Healthy 
inflammation 5   
Dog Limb Cancerous 5   
Dog Limphoid gland Cancerous 59   
Dog Limphoid gland Healthy 40   
Dog Liver Healthy 1676   
Dog Lungs Healthy 1354   
Dog Mastocytoma Cancerous 139   
Dog Mastocytoma capsule Cancerous 11   
Dog Mixed Healthy 117   
Dog Mouth Cancerous 33   
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Dog Mouth Healthy 5   
Dog Muscle Cancerous 72   
Dog Muscle Healthy 1415   
Dog Myocardium Healthy 881 22  
Dog Neck Cancerous 6   
Dog Pancreas Healthy 943   
Dog Skin Cancerous 17   
Dog Skin Healthy 92   
Dog Small intestine Healthy 2   
Dog Spleen Cancerous 20   
Dog Spleen Healthy 736   
Dog Subcutis Healthy 62   
Dog Test Liver Healthy 79   
Dog Testicle Cancerous 280   
Dog Testicle Healthy 523   
Dog Test Healthy 534   
Dog Test Inconclusive 35   
Dog Tongue Healthy 70 34  
Dog Tongue Cancerous 9  
Dog Uterus Cancerous 3   
Dog Vagina Cancerous 8  11931 
Human All Cancerous 429  
Human All Healthy  504  
Human All Inconclusive 28  
Human Abdomen Cancerous 25   
Human Adipose mycardium Healthy 14   
Human Adrenal gland Healthy 24   
Human Brain Cancerous 603 639  
Human Brain Healthy 318 327  
Human Brain Inconclusive 80 34  
Human Breast Benign 24   
Human Breast Cancerous 72   
Human Esophagus Cancerous 8   
Human Esophagus Healthy 45   
Human Gall Cancerous 6   
Human Gastric Cancerous 310   
Human Gastric Healthy 354   
Human Kidney Cancerous 56 65  
Human Kidney Healthy 396 87  
Human Kidney Inconclusive 25 16  
Human Large intestine Cancerous 1414 66  
Human Large intestine Healthy 1389 64  
Human Large intestine 
Healthy Chrone 
disease 32   
Human Large intestine Inconclusive 75   
Human Limphoid gland Cancerous 91   
Human Limphoid gland Healthy 323   
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Human Limphoid gland Inconclusive 113   
Human Liver Cancerous 696 48  
Human Liver Healthy 1184 87  
Human Liver Inconclusive 266 45  
Human Lungs Cancerous 785   
Human Lungs Healthy 844   
Human Lungs Inconclusive 18   
Human Muscle Healthy 52   
Human Myocardium Healthy 182   
Human Ovarium Healthy 5   
Human Pancreas Cancerous 99   
Human Pancreas Healthy 98   
Human Peritoneum Cancerous 26   
Human Peritoneum Healthy 3   
Human Prostate Cancerous 48  
Human Skin Healthy 2   
Human Small intestine Cancerous 19   
Human Small intestine Healthy 77   
Human Small intestine 
Healthy Chrone 
disease 28   
Human Spleen Healthy 50   
Human Test Healthy 20   
Human Test Cancerous 1   
Human Thireoid gland Cancerous 61   
Human Thireoid gland Healthy 90   
Human Thireoid gland Basedow 66   
Human Thireoid gland Benign 66   
Human Thireoid gland Struma 173   
Human Tongue Healthy 97   
Human urine Healthy  11  
Human urine Cancerous 39  
Human Uterus Healthy 24  13524 
Metabolism Horse - 45   
Metabolism Human - 703   
Metabolism Mouse - 136   
Metabolism Test - 7  891 
Mouse Brain Healthy  312  
Mouse Heart Healthy  442  
Mouse Kidney Healthy  787  
Mouse Liver Healthy  257  
Mouse Pancreas Healthy  177  
Mouse Skin Healthy  12  
Mouse Skin Cancerous 12  
Mouse Spleen Healthy  768 2767 
Parameters Brain Cancerous 3   
Parameters Brain Healthy 35   
Parameters Capillary Temp Healthy 87   
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Parameters Skimmer volt Healthy 138   
Parameters Test Healthy 9  272 
Pig Brain Healthy 33 311  
Pig Canine Cancerous 83   
Pig Canine Healthy 98   
Pig Kidney Healthy 349 577  
Pig Liver Healthy 690 551  
Pig Lungs Healthy 463 305  
Pig Muscle Healthy 314   
Pig Myocardium Healthy 272   
Pig Pig Healthy 1577   
Pig Spleen Healthy 254   
Pig Test Healthy 121  5998 
Plant plant Healthy  264 264 
Rat Kidney Healthy 184 8  
Rat Liver Healthy 193 3  
Rat Lungs Healthy 144   
Rat Myocardium Healthy 158   
Rat Spleen Healthy 189   
Rat Testicle Healthy 132  1011 
Test All Cancerous 13   
Test All Healthy 18   
Test All Inconclusive 6   
Test Canine Cancerous 30   
Test Canine Healthy 15   
Test Kidney Healthy 46   
Test Liver Healthy 571   
Test Liver Cancerous 6   
Test Liver Inconclusive 6   
Test Myocardium Healthy 43   
Test Pig Healthy 133   
Test Test Healthy 1011   
Test Test Cancerous 28   
Test Test Inconclusive 46  1972 
     43467 
11. táblázat. Az adatbázisban tárolt spektrumok száma és szöveti eloszlása 2012. november 10-én. 
 
V.2.2.6 Főkomponens analízis és lineáris diszkriminancia analízis 
A főkomponens analízist kizárólag dimenziószám csökkentésre, illetve ezen 
keresztül zajszűrésre használjuk.  
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Az első kérdés az, hogy hány komponenst érdemes megtartani a PCA után ahhoz, 
hogy ne veszítsünk túl sok információt, de ne is legyen feleslegesen magas a dimenziók 
száma. A kérdésre a választ empirikusan adtuk meg, több különböző adatsorra épülő 
PCA+LDA algoritmust futtatunk, utána többféle kereszt-validációt alkalmazva 
megvizsgáltuk, hogy mikor a legkevesebb a rosszul osztályozott spektrumok száma. Itt 
két adatsorról lesz szó: az első adatsor 1885 elemből állt, amit 10 különböző kutya 
szövetből készítettünk, a második adatsor 422 elemből állt, amit 7 különböző 
egészséges vagy valamilyen elváltozást tartalmazó humán szövetből vettünk fel. Ennek 
a modellnek a bemutatása a fejezet későbbi részén lesz (vastagbél-máj modell).  
Kutya modell 
136 gyomor, 179 szív, 304 vesekéreg, 276 máj, 148 tüdő, 220 izom, 130 
hasnyálmirigy, 158 lép, 107 here és 226 here tumor spektrumból indultunk ki. 2-300 
PCA és LDA komponenst számoltunk, összesen négyszer végeztünk az adatsoron 
kereszt-validációt: 
a) az elemek 20%-ának kihagyásával, PCA után, 5-ször, mindezt 100-szor 
ismételve. Tehát egy futás alatt először kihagyunk az 1885 spektrumból 
véletlenszerűen 20%-ot a PCA lefuttatása után, a maradékból építünk egy 
LDA modellt, és a kimaradt 20%-ot osztályozzuk így. A kihagyott 20%-ot 
megjelöljük, és a következő futásnál másik 20%-ot hagyunk ki. Végül 
minden spektrum egyszer marad ki, és egyszer osztályozzuk a maradékból 
épített modell alapján. Értelemszerűen 5-ször kell ismételni ehhez a futást. 
Összesen 100x végeztük el ezt a sorozatot, tehát minden spektrumot 100x 
hagytunk ki, és osztályoztunk újra. A hibásan osztályozott spektrumok 
számát vizsgáltuk meg.  
b) 20% kihagyásával, PCA után, 5-ször, mindezt egyszer. Arra a kérdésre 
kerestük a választ, hogy a jövőben szükséges-e a véletlenszerű események 
miatt 100-szor ismételni a futtatást, vagy elég egyszer. 
c) 20% kihagyásával, PCA előtt, 5-ször.  
d) 1 spektrumot kihagyva, 1885-ször, PCA után. 
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30. ábra. Kereszt-validációs eredmények. A hibásan osztályozot spektrumok száma a komponensek 
függvényében. 
A 30. ábra mutatja a hibásan besorolt spektrumok számát a komponensszám 
függvényében. 
A grafikonok alapján egyértelmű, hogy 50-80 komponens esetén a legkevesebb a 
rosszul osztályozot spektrumok száma. A 100-szori futatás után a grafikon nem 
tartalmaz éles töréseket, mégis az 1-szeres futatások meglepően hasonló eredményt 
mutatnak. Az adatok ara utalnak, hogy nincs szükség 100-szoros futatásra a modelek 
variálására. A 100x-os futatás alapján az is kiderült, hogy 60-70 komponens melet 
érdemes dönteni, ezért let a végső komponensszámként 60-at választotunk. A kereszt 
validáció melet további 20 darab ismeretlen tesztspektrumot vizsgáltunk, melyből 19-
et megfelelően osztályozot az algoritmus, a 20. pedig egy olyan spektrum volt, amit 
nem tartalmazot a model. Ezt természetesen rosszul osztályozta a model. Az LDA 
módszer egyik hátránya, hogy minden spektrumot besorol valamelyik osztályba, akkor 
is, ha olyan spektrumot akarunk osztályozni, amit nem tartalmaz a model. Ezért 
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szükség volt egy olyan rendszer bevezetésére, ami alkalmas a kívüláló spektrumok 
megkülönböztetésére. 
Kívüláló spektrumok 
Először a lehető legegyszerűbb módszert alkalmaztuk, az LDA térben vetük minden 
osztálynak a középpontját, és a középpontól a legtávolabbi tanító spektrum pontját. A 
kető Mahalanobis-távolsága: d. A középpont köré rajzoltunk egy 2*d sugarú gömböt, 
és amennyiben az osztályozni 
kívánt spektrum a hozzá 
legközelebbi  osztály 
gömbjének határain belül volt, 
úgy oda soroltuk, egyébként 
kívülálónak bélyegeztük 31. 
ábra.  A  módszerel a 
legnagyobb probléma az volt, 
hogy bizonyos esetekben a 
tanító spektrumok közöt is volt 
néhány kevésbé jó vagy 
hiányos, amelyek  nagy 
távolságra estek az osztály középpontjától, és ezekben az osztályokban olyan nagy let a 
határoló gömb sugara, hogy minden spektrum belülre eset. Később, az algoritmusba 
építet spektrum felismerővel kiszűrtük a hiányos spektrumokat, de még mindig túl tág 
határokat adot a gömb. 
 A következő módszer azon alapult, hogy egy osztályon belül feltételeztük, hogy a 
spektrumok szórása normális. A középponthoz képest minden dimenzióban n*szórás 
mértékű eltérést engedtünk meg. Ha bármelyik dimenzióban az osztályozandó spektrum 
nem esik a küszöb értéken belül, akkor a spektrumot kívülálónak bélyegezzük. Az n 
paraméter értéke alapesetben 3, azonban olyan esetekben, amikor egy osztályban még 
nincs elég spektrum (< 20), vagy nagyon kevés egyedi spektrumot átlagolunk (<1 sec), 
ezt az értéket fel kel emelni 5-re. 
Átlagolt egyedi spektrumok száma 
Korábban már említetem, hogy az osztályozás pontosságát befolyásolja az, hogy az 
adot adatpont hány egyedi spektrum átlagolásával jön létre. A következő adatok mind 
31. ábra. Osztályt határoló gömbök szemléltetése – a sárga pont 
kívül esik mindkét határoló gömbön, ezért a szoftver 
„kívülálónak” bélyegzi. 
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LCQ Deca XP készülékre vonatkoznak, tapasztalataink alapján az érzékenyebb Orbitrap 
és LTQ készülékek, iletve a TOF készülékek esetén ennél pontosabb osztályozás 
lehetséges 1 másodpercnél rövidebb mérések esetén is. A mi adataink 90%-a azonban 
LCQ Deca XP készülékkel készültek (mindkét műtőben ilyen készülék működik). 
1. Humán vastagbél-máj model 
 
32. ábra. LCQ Deca XP tömegspektrométerrel készítet in-vivo és ex-vivo spektrumok 
422 műtőben és műtéti anyagból felvet spektrumból építetem a modelt, ami 
körülbelül 50 műtéti beavatkozásból származot. A műtéti beavatkozásokon készült 
spektrumokat mutatja a 32. ábra. Különböző szervek közöt szabad szemmel is hatalmas 
különbségek vannak, azonban egy szerv és a benne kialakuló primer tumor esetén az 
adatokat szabad szemmel már nem lehet hibátlanul elkülöníteni. 
Az első három lineáris diszkriminancia komponenst ábrázolja a 33. ábra. 
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33. ábra. Humán vastagbél-máj modell első három LD komponense 
Az ábrán jól láthatóan elkülönülnek a különböző szövettípusok. Kivétel ez alól a 
vastagbél és a vastagbél-végbél határán kialakuló adenocarcinoma, amitől elvárható, 
hogy ne különüljön el, illetve az egészséges máj és a nem tumoros, de kóros elváltozást 
tartalmazó máj spektrumai sem különíthetőek el. Az általunk számolt 60 dimenzióból az 
ábrán az első hármat látjuk, tehát ami az ábrán elkülönül, abban az esetben nem várható 
probléma a 60 dimenziós térben történő osztályozással. A 12. táblázat tartalmazza a 
modelltől független teszt spektrumok esetén az osztályozás jóságát. A teszt 
spektrumokat különböző műtéteken felvett mérésekből készítettük, illetve műtétek alatt 
végeztük a tesztelést. Két különböző dolgot vizsgáltunk meg: a komponensek számának 
hatását az osztályozás minőségére, illetve az osztályozandó az átlagolt spektrumok 
számának hatását. Az osztályozott spektrumok száma esetén a zárójelben az összes 
spektrumból az osztályozottak százaléka látható, a többi spektrumra az algoritmus a 











Vastagbél-végbél határ adenocarcinoma 
 





Vastagbél adenocc áttét májban 
Hepatocelluláris carcinoma 
Eredmények  Az eszköz sematikus működése - 





































Teszt spektrumok száma 568  280  166  82  













































12. táblázat. Humán vastagbél-máj modell használata tesztspektrumok osztályozására.  
 
A 34. ábra és a 35. ábra szemlélteti a rosszul osztályozott spektrumok számát 
komponensszám és az átlagolt spektrumok számának függvényében, illetve a fals 
pozitív és fals negatív értékeket. A kettő közötti különbség abból adódik, hogy egyes 
esetekben a modell nem tudta egyértelműen elkülöníteni a primer tumort a májban lévő 
metasztázisától. ami egyrészt szövettani alapon magyarázható, viszont osztályozás 
szempontjából hibás, azonban nem ad sem fals pozitív sem fals negatív értéket. Lényegi 
különbség nem tapasztalható a 30-60 és 90 komponensek között, ezért ez alapján nem 
változtattuk meg az eredetileg számított 60 komponens használatát. Ezután minden 
bemutatott modell esetén 60 LDA komponens alapján vizsgáltuk az osztályozást. 
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34. ábra. Rosszul osztályozot spektrumok százaléka a komponensszám függvényében, különböző hosszúságú 
spektrumok esetén. 
 
35. ábra. Fals pozitív és fals negatív eredmények a különböző hosszúságú spektrumok esetén különböző 
komponens számok melet. 
 
Elvégeztünk egy, az adatbázis elemek 20%-át kihagyó, 5-szörös, kereszt validációt egyszer 
az adatsora  60  komponens esetén (kereszt-validáció részletezése lsd. 
V.2.2.6/Komponensszám/a)). A kereszt-validáció során a módszer a spektrumok 2.4%-át, tehát 
10 spektrumot osztályozot rosszul, ami lényegesen rosszabb eredmény, mint a kutya szervek 
alapján építet model esetén. Azonban it a spektrumok száma sem volt optimális, és nem 
szövetípusokat kelet elkülöníteni, hanem egy egészséges szövetípust a primer tumortól, ami 
lényegesen nehezebb feladat. Ez alapján a model alapján azt mondhatjuk, hogy amennyiben a 
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lényegesen javíthatóak az osztályozási mutatók. Tegyük hozzá, hogy természetesen a hosszú 
távú cél a másodpercen belüli osztályozás, de ehhez több elem kell az adatbázisba, illetve 
érzékenyebb készülékkel kell a méréseket végezni. Máj hepatocelluláris carcinoma műtétből 
például mindössze 2 darab volt, amiből 4 adatbázis elemet lehetett feltölteni. A statisztika 
szabályai szerint körülbelül a dimenziók számával megegyező spektrum (300/osztály) lenne az 
optimális, tehát a 4 darab messze nem ideális. 300 darab spektrum feltöltéséhez minimum 50 
beavatkozás szükséges, ami hepatocelluláris carcinoma esetén két sebészetről gyűjtött adatok 
esetén is évekbe tellene. A problémára megoldást jelent, hogy a jövőben 4 további helyszínre 
tervezünk készüléket kihelyezni.  
 
2. Humán tüdő-modell 
A második modell 15 beavatkozásból származó 162 spektrumból épül fel, kizárólag tüdőben 
talált elváltozások alapján. 60 komponenst számoltunk és különböző spektrumátlagolási 
paraméterek mellett teszteltük a modellt. 
 
36. ábra. Tüdő modell első három LD komponense 
Ismét jól látható az első három diszkriminancia komponens ábrázolásánál (36. ábra), hogy 
az egészséges szövet elkülönül a tumoros szövettől, illetve, hogy a vastagbélből származó áttét 
is elkülönül a másik kettőtől. Bár az ábrán nem látszik jól, de háromféle primer tüdődaganat is 
elkülönül egymástól. A spektrumok száma ebben a modellben is kevés, ennek ellenére a modell 
működőképes. 20% kihagyásával, 5x, 1x-es kereszt validációt alkalmazva 4.7% (7-8 darab 
spektrum) volt a rosszul osztályozott spektrumok száma, ami leginkább a különböző primer 
tumorok nem elégséges elkülönüléséből származott. A fals pozitív és fals negatív értékek 
alakulását mutatja a 37. ábra. A korrekt osztályozás mértékét mutatja a 13. táblázat. 
Tüdő mucinózus adenocc 






Tüdő laphám  
Tüdő adenocarcinoma 
Egészséges tüdő szövet 
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3 395 100 87.45 
6 194 26 92.86 
10 115 6 97.25 
20 58 0 98.28 
13. táblázat. Tüdő modell korrekt osztályozása.  
A kettő közötti különbséget ismét a tumorok osztályozása adja, a tüdő három primer 
daganatának elkülönítésére nem alkalmas ez a modell. Az LDA tulajdonságaiból fakadóan (a 
megadott osztályokat húzza a lehető legjobban szét a térben), ha csak a tumoros szöveteket 
vesszük bele egy modellbe, akkor lehet, hogy alkalmas lenne a különböző tumorok fajtájának 
elkülönítésére (lsd. alább).  
 
37. ábra. Humán tüdő fals pozitív és fals negatív osztályozások százaléka. 
A tüdő modell esetén alacsonyabb a fals pozitív és fals negatív értékek aránya, mint az előző 
bemutatott modellben, ami a spektrumok száma alapján meglepő. Az eredmények alapján a 
tüdő primer tumoros elváltozásai kevésbé hasonlítanak az egészséges szövetre, mint máj és 
vastagbél esetén.  
Mindkét modell esetén, ha 3 másodpercnyi tiszta mérést átlagolunk egy adatponthoz, akkor 
a fals negatívok száma nullára esik. Tehát ha nem szükséges a szigorúan vett valós idejű mérés, 
akkor érdemes 3 másodpercnyi mérést átlagolni a tökéletes azonosítás érdekében. 
Kevert spektrumok kérdése 
Természetesnek tűnik, hogy egyes esetekben kevert szöveti spektrumot kapunk. Maga a 
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strómához tartozó sejteket is. A tumor egészséges határán haladva pedig bármikor előfordulhat, 
hogy mindkét szövetből történik mintavétel, hiszen az általunk tervezett 0.9 másodperces mérés 
alatt akár egy centmétert is el tudjuk mozdítani a vágó elektródát. Egy egyszerű kísérlettel azt 
tanulmányoztuk, hogy a PCA algoritmusa hogyan helyezi el a kevert spektrumokat a térben, 
illetve mi történik az osztályozás során kevert spektrumok esetén. 
Kutya máj, izom, szívizom és vesekéreg szövetet felhasználva, az egyes szöveteket külön-
külön homogenizáltuk, majd a homogenizátumokat megfelelő arányban összekeverve mértük. A 
méréshez meg kellett szilárdítani a kevert szöveteket annyira, hogy az elektrosebészeti 
eszközzel képesek legyünk vágni. Ennek eléréséhez a mintákhoz 5%-os agar-agart kevertünk.. 
Forrásban lévő vizet öntöttünk a kimért agarra, összekevertük, majd ráöntöttük a 
homogenizátumra, és összekevertük. Rövid hűlési idő után (2 perc) belehelyeztük a mintát -
80°C-os fagyasztóba, és 3 perc után REIMS módszerrel elemeztük. A 14. táblázat tartalmazza 
a különböző minták keverési arányát.  
 




kevert01 1   1 49 96% máj – 4% izom 
kevert02 1 1 1  48 56% máj – 23% szív – 21% vese 
kevert03 1  2  36 72% szív – 28% máj 
kevert04  1  1 61 52% vese – 48% izom 
kevert05   1 3 50 76% izom – 24% szív 
kevert06   3 1 62 89% szív – 11% izom 
kevert07 1    42 100% máj 
kevert08  1   75 100% vese 
kevert09   1  75 100% szív 
kevert10    1 90 100% izom 
14. táblázat. A különböző kutya szervek keverési aránya, és a tiszta szervekre épülő modellel osztályozása 
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A főkomponens analízis után ábrázoltuk az első három főkomponenst, mert a lineáris 
diszkriminancia analízis után már torzult a tér, abban az esetben a látszólagos pozíció nem 
reprezentatív. Az osztályozás egy olyan PCA+LDA modelel történt, ami a négy tiszta szöveti 
adatokat tartalmazta. A 38. ábra mind a négy tiszta szövetet és a különböző szövetek 
keverékéből áló csoportok átlagát mutatja az első három főkomponens terében. Az ábra alapján 
a keverék lineárisan viselkedik a tiszta szövetekhez képest. Két szövet keveréke körülbelül a két 
szövet közöt helyezkedik el a térben, amíg három szövet keveréke körülbelül az általuk 
definiált háromszög súlypontjában. Természetesen vannak kiugró adatok, amelyek az osztályok 
átlagát eltolják, de ez nem szignifikáns. Ez alapján a model alapján kidolgozható egy olyan 





38. ábra Különböző arányban kevert kutya szervek első három főkomponense 
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39. ábra. Különböző arányban kevert kutya szívizom és izom spektrumok 
 
40. ábra. Kutya szervek spektrumai LCQ Deca XP készülékkel mérve. 
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A 39. ábra azonban azt mutatja, hogy bár van korreláció a keverési arány és a pontok 
elhelyezkedése között, ez nem egyenesen arányos. Az lehet mondani, hogy a szívizom 
spektruma „elnyomja” az izom spektrumokat, dominánsabban viselkedik. A különböző 
spektrumokat ábrázolja 40. ábra. Az osztályozás szempontjából bizonyos esetekben a két 
szövet arányát visszaadja az osztályozás, bizonyos esetekben azonban egyáltalán nem (14. 
táblázat) Érdemes ezért megnézni a spektrumok összetételét.  
 
Tömeg/töl





















NH2→C37H70O8P 1,36 3,35 1,43 1,55 1,45 1,33 2,31 1,52 1,99  




































































































1,45 0,92 1,06 1,00 1,05 1,40 0,84 1,01 1,18 Máj 
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2,87 1,87 2,39 3,56 1,89 2,36 2,25 2,34 2,12  
15. táblázat. Különböző csúcsok annotációja és normált intenzitása tiszta és kevert kutya szervek esetén. A 
jobb oldali oszlopban az a szerv látható, amelyikre jellemző az adott csúcs a többivel szemben. Színesben 
akkor, ha csak arra a szervre vagy két szervre jellemző az adott foszfolipid, míg feketében, ha minden 
szervben volt csúcs, de az adott szervnél az intenzitás kiugró. 
 
A 15. táblázat jól mutatja, hogy a kevert spektrumot valóban meg lehet adni az eredeti kettő 
valamilyen lineáris kombinációjaként. Továbbá az is megfigyelhető, hogy léteznek specifikus 
markerek a foszfoetanolaminok között.  
A kevert spektrumokat vizsgáló tanulmány megmutatja, hogy két különböző irányból is 
érdemes a kevert spektrumokkal is foglalkozni. Az egyszerűbb módszer specifikus marker 
molekulákat figyelni, amelyek szerepelnek az egyik hisztológiailag tiszta spektrumban, de a  
többiben nem. A másik lehetőség, ha olyan csúcsokat figyelünk, ami ugyan minden szövet 
spektrumában szerepelnek, de esetleg az egyikben kiugróan magas az értékük. 
A tanulmány alapján kiválasztottunk humán egészséges májszövetre, illetve primer 
(hepatocelluláris carcinoma – HCC, Carcinoma cholangiocellulare - CCL) májsejt és epeúti 
rákra, illetve vastagbél metasztázisra jellemző „jelző” lipideket (16. táblázat).  
Tömeg  Species T-teszt p érték Szignifikáns  
659.526 PC (29:0)-H 0.000015 Metasztázis 
671.466 PA (34:2)-H 0.005 Egészséges 
674.476  PC (31:1)-H  0.000005 Összes tumor 
695.466 PE (34:3)- NH4  0.000001 Egészséges 
697.481 PE (34:2)-NH4  0.00074 Egészséges 
701.513 PE (34:0)-NH4  0 Összes tumor 
721.481 PE (36:4)-NH4  0 Egészséges 
723.497 PE (36:3)-NH4  0 Egészséges 
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728.5604 PE (P-36:1)-H 0 Összes tumor 
739.456 PG (34:5)-H 0.00009 Egészséges 
762.508 PE (38:6)-H 0.000097 Egészséges 
766.539 PE (38:4)-H 0.0027 Egészséges 
767.487 PS (36:3)-NH4 0.00057 Egészséges 
885.55 PI (38:4)-H 0.000009 Egészséges 
16. táblázat. Humán egészséges máj szövetre és különböző tumoros elváltozásra jelemző lipidek 
 
A 41. ábra négy kiválasztot molekulának normalizált intenzitását mutatja a négy különböző 
szövetben. 
 
41. ábra. Box chart (25%-median-75%-min-max) négy különböző lipid molekula intenzitás értékére az 
egészséges szövetben, és a háromféle tumor típusban. Látható, hogy egyes lipidek csak az egészséges szövetben 
találhatóak meg, és van olyan lipidcsúcs, aminek intenzitása minden tumor típusban és az egészséges szövetben 
is különböző. 
 
A kiválasztot 14 darab csúcs közül, ha 8 az egészséges tartományba eset, akkor az 
osztályozni  kívánt spektrumot egészségesnek tekintetük.  Az egészséges/primer 
tumor/metasztázis tartományokat 240 darab normalizált és centrált spektrum alapján határoztuk 
meg, majd 100 darab spektrum alapján létrehoztunk egy szabályt, amit 62 spektrumon 
teszteltünk. Az eredményeket a 17. táblázat, 18. táblázat tartalmazza. 
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Szöveti típus  Szám  PCA/LDA  Marker monitorozás  
Egészséges  45  100%  100%  
Kevert – Hepatocellular 
carinoma - egészséges  
6  66%  100%  
Kevert – Metasztázis - 
egészséges  
49  79.59%  97.96%  
Összesen  100  88%  99%  
17. táblázat. Tanító halmaz osztályozása PCA/LDA algoritmussal, illetve a megalkotott csúcs monitorozási 
szabály használatával. Az utóbbi algoritmus kizárólag kevert spektrumok kezelésére lett kifejlesztve.  
 
Szöveti típus  Szám  PCA/LDA  Marker monitorozás  
Egészséges  12  100%  100%  
Kevert – Hepatocellular 
carinoma - egészséges  
12  8.33%  58.33%  
Kevert – Metasztázis - 
egészséges  
38  57.89%  89.47%  
Összesen  62  56.45%  85.48%  
18. táblázat. Teszt halmaz osztályozása két különböző módszerrel: az általunk hagyományosan használt 
PCA/LDA algoritmussal, ami nincs felkészítve a kevert spektrumok kezelésére, illetve a kiegészítőnek használt 
csúcs monitorozással, ami csak a kevert spektrumok kezelésére alkalmazható. 
 
Az itt felvázolt eredmények felvetik a lehetőségét annak, hogy az osztályozó algoritmus 
használata mellett egy folyamatos csúcsmonitorozást is alkalmazzunk, amely egészséges 
spektrumok esetében megerősítheti az osztályozó algoritmus eredményét, illetve felülbírálhatja 
azt, amennyiben kevert szövetről van szó, de az egészséges a domináns.  
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V.2.2.7  Példa egy teljes mérési eljárásra 
1) Egy vastagbél adenocarcinoma májba adott áttétének operációja történt meg teljes 
lebeny eltávolítással. A műtét alatt készültek spektrumok, amelyeket az 
adatbázisban található korábbi spektrumok alapján osztályoztunk (42. ábra). 
 
42. ábra. a) A műtét során eltávolított szövet, b) egészséges máj szövet (zöld) és vastagbél májáttét (kék) 
spektruma, illetve a műtét során 0.9 másodpercenként vett minta (piros) elhelyezkedése a 3 dimenziós PCA 
térben. A műtét során főleg az egészséges szövetben haladtak, majd a műtét végén, a minta eltávolítása után 
azonnal, vettek mintát a tumorból is, ezek a pontok láthatóak a tumoros pontokhoz közelebb.  
 
2) A kivétel után azonnal, a kivett mintát fiziológiás sóoldatba helyezve eljuttatjuk a 
Patológiai Intézetbe, ahol metszeteket készítenek belőle, és egy metszetet 
visszaadnak további ex-vivo mérésekre (43. ábra). 
3) Az ex-vivo mérések során határozott vonalakat húzunk az egészséges szövetből a 
tumoros irányába. A makroszkópikus határon egy pillanatra mindig megállunk, 
azért hogy követni tudjuk a felvételen az egészséges/tumoros határt. Az ex-vivo 
során felhasznált mintát is visszajuttatjuk a szövettani laboratóriumba, ahol 
szövettani elemzést végeznek (43. ábra). Ez alapján tudjuk feltölteni a spektrumokat 
az adatbázisba. 
a) b) 





43. ábra. a) A patológián készült metszetek közül egyet megkapunk. b) Határozot vonalakat húzunk az 
egészséges szövet irányából a tumoros felé. Az ábrán a piros számok a mérési fájlban jelölik először az 
egészséges, utána a tumoros szövetből készült scanek sorszámát, c) Az ex-vivo mérésre felhasznált mintából 
is szövetan készül. 
4) Az elkészült mérési fájl feldolgozása során először betöltünk egy megfelelő modelt 
az azonosításhoz (ugyanazt, amit a műtét alat mért fájl feldolgozásához 
használtunk), utána lefutatjuk a mérési fájlt. A megfelelő spektrumokat eltároljuk 
az adatbázisban. A spektrumokat és az elkészült modelt a 44. ábran láthatjuk, a 
feldolgozás eredményét a 19. táblázat tartalmazza. 




44. ábra. a) Az ex-vivo mintavételezés után a minta, egy mérési vonalból b) az egészséges (zöld) és tumoros (kék) 
spektrumokat szemléltetve, c) szövetan a tumoros és egészséges határáról, jól látható a vágás, d) a jelzet vonalból 
készült spektrumok (0.9 másodpercnyi mérést leátlagolva) szemléltetése a 3 dimenziós PCA térben. 
 
Scan szám  Szövettan Szoftver  %  Scan 
szám  
Szövettan  Szoftver  %  
73-75  Egészséges  Egészséges  98.75  76-84  Határ  Tumoros  99.3  
85-87  Tumoros  Tumoros  99.38  88-90  Tumoros  Tumoros  99.37  
127-129 Egészséges Egészséges 99.36 130-132 Egészséges Egészséges 99.3 
133-145 Határ Tumoros 98.82 146-148 Tumoros Tumoros 99.38 
149-151 Tumoros Tumoros 99.34 254-256 Egészséges Egészséges 99.34 
257-259 Egészséges Egészséges 99.26 263-265 Tumoros Tumoros 99.38 
266-268 Tumoros Tumoros 99.35 278-280 Egészséges Egészséges 99.37 
281-283 Egészséges Egészséges 99.05 284-291 Határ Tumoros 99.27 
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292-294 Tumoros Tumoros 99.38 305-307 Egészséges Egészséges 99.37 
308-310 Egészséges Egészséges 99.36 318-320 Tumoros Tumoros 99.38 
321-323 Tumoros Tumoros 99.35 337-339 Egészséges Egészséges 99.26 
340-348 Határ Tumoros 97.31 349-351 Tumoros Tumoros 99.39 
367-368 Egészséges Egészséges 99.3 369-374 Határ Tumoros 99.35 
375-377 Tumoros Tumoros 99.38 385-387 Egészséges Egészséges 81.87 
388-393 Határ Tumoros 99.33 394-396 Tumoros Tumoros 99.38 
411-413 Egészséges Tumoros 59.74 421-423 Tumoros Tumoros 99.3 
424-426 Tumoros Tumoros 99.34 446-448 Egészséges Egészséges 99.36 
449-456 Határ Tumoros 98.13 457-459 Tumoros Tumoros 99.38 
472-474 Egészséges Egészséges 98.62 475-480 Határ Egészséges 97.91 
481-483 Tumoros Tumoros 99.38 484-486 Tumoros Tumoros 99.35 
493-495 Egészséges Egészséges 99.33 496-498 Egészséges Egészséges 99.29 
499-506 Határ Egészséges 83.38 507-509 Tumoros Tumoros 99.38 
519-521 Egészséges Egészséges 99.37 522-524 Egészséges Egészséges 99.36 
525-530 Határ Tumoros 65.58 531-533 Tumoros Tumoros 99.1 
541-543 Egészséges Egészséges 99.34 544-546 Egészséges Egészséges 99.29 
553-555 Tumoros Tumoros 99.16 566-568 Egészséges Egészséges 99.35 
569-571 Egészséges Egészséges 99.38 586-588 Tumoros Tumoros 99.28 
699-701 Egészséges Egészséges 99.29 703-705 Tumoros Tumoros 99.38 
706-708 Tumoros Tumoros 99.36 714-716 Egészséges Egészséges 99.36 
717-721 Határ Tumoros 99.1 722-724 Tumoros Tumoros 99.38 
739-741 Egészséges Egészséges 99.31 744-746 Tumoros Tumoros 99.35 
757-759 Egészséges Egészséges 99.31 760-765 Határ Egészséges 99.25 
766-768 Tumoros Tumoros 99.31 777-780 Határ Tumoros 89.58 
781-783 Tumoros Tumoros 99.38 791-793 Egészséges Egészséges 99.25 
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796-798 Tumoros Tumoros 99.37 804-806 Egészséges Egészséges 99.26 
808-810 Tumoros Tumoros 99.38 818-821 Határ Tumoros 98.37 
822-824 Tumoros Tumoros 99.22     
19. táblázat. A 43. ábran látható vonalakból készült spektrumok feldolgozása.  
 
Látható, hogy a szoftver egyszer azonosított tévesen, amikor a 9. vonalban a 411-413. scan 
esetén egészséges helyett tumorosként azonosította az adatpontot (fals pozitív), azonban látható 
a valószínűségben (59.74), hogy a szoftver bizonytalan volt az osztályozásban (hiányos 
spektrumról van szó). A 73 darab spektrum osztályozásából tehát egy esetben történt hiba, ami 
azt jelenti, hogy a fals pozitív arány 1.36%. A határvonalon egyelőre még bizonytalan a 
szoftver, bár az esetek nagyobb részében tumorosnak tekintette a határ spektrumot, de 4 esetben 
egészségesnek. Ezek kiküszöbölésére szeretnénk bevezetni néhány specifikus csúcs 
megfigyelését is, amelyekkel az egyértelműen tumoros szövet jelenléte bizonyítható vagy 
kizárható. Jelen esetben a tumorra jellemző például a 642.47, 657.47 és a 687.50, amíg az 
egészségesre feltűnően jellemző a 766.54-es csúcs.  
A tumoros és egészséges határon történő manipuláció esetén, amikor biztosan a két szövet 
keverékéből épül fel a spektrum, egyértelműen érdemes bizonyos marker csúcsokat is figyelni. 
Ha az eszközt arra használjuk, hogy egy ismeretlen képletet meghatározzunk vele, akkor nem 
feltétlenül szükséges a markerek használata. Természetesen az egyes tumorokra jellemző 
lipidekkel foglalkozni kell a továbbiakban, ez eddig nem történt meg.  
 
Eredmények   
V.2.3 Idegsebészet 
Eredeti célunk egy neurológiai elváltozásokat kimutató diagnosztikai eszköz kifejlesztése 
volt, azonban a a kapcsolati rendszereknek köszönhetően először általános sebészeti 
környezetben sikerült a készüléket kipróbálni, ezért a fejlesztések főleg hasi és mellkasi műtétek 
során folytak. Mintegy 9 hónapja azonban a Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikájára is 
sikerült kihelyeznünk egy készüléket, ezért elkezdődhettek az idegsebészeti irányú fejlesztések. 
Ahogy a bevezetésben említettem, idegsebészetben döntően bipoláris csipeszt és ultrahangos 
készüléket használnak. Az előbbi módszer merőben különbözik a többitől abból a szempontból, 
hogy szöveti törmeléket tartalmazó folyadékot kell a tömegspektrométerhez vezetni és 
elporlasztani. Bipoláris csipesz esetében azonban a monopoláris módszerhez hasonlóan a 
keletkező aeroszolt kell a készülékbe juttatni., ezért a csipeszből történő elszívás megoldása 
után a műtőben is tesztelhettük a módszert. A következőben bemutatom a laborban készült 
CUSA-s, és a műtőben és a laborban készült bipoláris eredményeket.  
V.2.3.1 CUSA eredmények 
 
45. ábra. CUSA-val mért egészséges agyszöveti és tumoros spektrumok 
A doktori munkám során disznóagy és humán post-mortem egészséges, illetve ex-vivo, 
fagyasztott tumoros szövetekkel dolgoztunk. A CUSA készülékünkkel mintegy 60%-os 
teljesítménnyel vágunk, és a szöveti törmeléket egy 1/16’’-os külső átmérőjű csővel, a felvázolt 
dupla fúvókás Venturi-szivattyú közreműködésével szívjuk el, és porlasztjuk bele a készülék 
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forrásházába. Az elszívó cső átmérője fele akkora, mint füst elszívása esetén, a holttér és az 
ennek kapcsán fellépő időbeli késés minimalizálása végett. Tapasztalatok szerint azonban ilyen 
módon is megfelelő mennyiségű szöveti törmelék jut el a készülékig.  
A debreceni idegsebészetről származó, 20 különböző beavatkozásból származó, -80°C-on 
tárolt mintákat dolgoztuk fel a Selector CUSA készülékünkkel. Az egészséges agyszövetet a 
Patológiai Intézettől kaptuk post-mortem. A kapott agytumorok mérete nagyon kicsi, ezért 
mintánként csak néhány spektrumot sikerült feltölteni az adatbázisba, teszt spektrumok helyett 
csak kereszt-validációval vizsgáltuk a modellt (20. táblázat). Néhány spektrum látható a 45. 
ábran. 
















állomány 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 
Eg. fehér-
állomány 12 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 
Glioblastoma 40 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 
Vastagbél 
metasztázis 18 0 0 0 17 0 0 1 0 0 0 0 0 94.45 
Oligoastro-
cytoma 34 0 0 0 0 34 0 0 0 0 0 0 0 100 
Emlő 
metasztázis 11 0 0 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 100 
Tüdő 
metasztázis 22 0 0 0 0 0 0 22 0 0 0 0 0 100 
Gliosarcoma 8 0 0 1 0 0 0 0 7 0 0 0 0 87.5 
Oligodendro-
glioma 11 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0 0 100 
Ependymoma 
gerincben 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 100 
Ependymoma 




9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 100 
Total 215             99.1 
20. táblázat. CUSA-val mért spektrumok, osztályozási mátrix. 
 
A kereszt validációs eredmények szerint az osztályozás pontossága 99.1%, míg a fals 
pozitív és a fals negatívok aránya 0%. Az első három diszkriminancia komponenst ábrázolja a 
46. ábra. Láthatóan elkülönül egymástól minden szövettípus.  




46. ábra. Egészséges agy és különböző rosszindulatú agyi elváltozások első három lineáris diszkriminancia 
komponensének ábrázolása. A mérések CUSA-val készültek. 
A módszert csak műtéti közeget szimuláló környezetben vizsgáltuk, tényleges műtéti 
beavatkozás alatt még nem, azonban ezek alapján az eredmények alapján egyértelműen érdemes 
egy műtéti közegben alkalmazható eszközt kifejleszteni.  
V.2.3.2 Bipoláris csipesszel mért eredmények 
A korábban ismertetett gyári ERBE csipeszt használtuk a különböző mérésekre. Egyes 
minták műtét során vizsgáltunk, de történtek ex-vivo  mérések is. Összesen 11 beavatkozásból 
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validációval ellenőriztük a modell használhatóságát. A 47. ábra a bipoláris csipeszt mutatja 
használat közben, a 48. ábran a keletkező spektrumokat láthatjuk. 
 
 
47. ábra. Bipoláris csipesz használata műtét közben 
 
 
48. ábra. LCQ Deca XP Max tömegspektrométerrel és bipoláris csipesszel mért agyi spektrumok 
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Ependymoma - kisagyban 
Glioblastoma multiforme 
Metasztázis emlőből 
Bipoláris csipesz PFTE cső Tömegspektrométer 
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meta Össz  
Egészséges 
szürkeállomány  17 17 0 0 0 0 0 0 0 100  
Egészséges 
fehérállomány  17 1 16 0 0 0 0 0 0 94.1  
Glioblastoma  50 0 0 44 2 3 0 0 1 88  
GBM 
Gigantocellulare  21 0 0 3 18 0 0 0 0 85.7  
Oligoastrocytoma  18 1 0 7 0 10 0 0 0 55.56  
Ependymoma  16 0 0 0 0 0 16 0 0 100  
Tüdő metasztázis  16 0 0 0 0 0 0 12 4 75  
Vastagbél 
metasztázis  13 0 0 0 0 0 0 1 12 92.3  
Összes  168         86.31  
21. táblázat. Bipoláris csipesszel mért adatok, osztályozási mátrix 
 A 21. táblázatban látható adatoknál 0% volt a fals pozitívak aránya, 0.59% a fals negatívak 
aránya. A táblázatból az is látható, hogy ellentétben a CUSA mérésekkel, bipoláris csipesz 
használata esetén nem lehet a különböző primer agytumorokat olyan jó hatásfokkal elkülöníteni. 
A kétféle glioblastoma és az oligoastrocytoma-k osztályozása miatt lett a modell teljes korrekt 
osztályozási %-a csak 86.31%. Amennyiben összevonjuk ezeket a primer tumorokat, az 
osztályozás erőssége 95.24%-ra emelkedik (22. táblázat), sőt ha a metasztázisokat is 
összevonnánk, akkor 98.21% lenne. A fals negatív továbbra is 0.59%, a fals pozitív pedig 0%.  
BIPOLAR  Spektrum szám Eg. szürke Eg. fehér GBM Epen Tüdő meta Vast. meta Összes 
Egészséges 
szürkeállomány  17 17 0 0 0 0  100 
Egészséges 
fehérállomány  17 1 16 0 0 0  94.1 
Astrocytoma 
(GBM + OA)  89 1 0 87 0 1  97.75 
Ependymoma  16 0 0 0 16 0  100 
Tüdő 
metasztázisa  16 0 0 0 0 12 4 75 
Vastagbél 
metasztázisa 13 0 0 0 0 1 12 92.3 
Összes  168        95.24 
22. táblázat. Bipoláris csipesszel mért adatok, primer astrocytoma-k összevonásával, osztályozási mátrix 
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A 49. ábra ábrázolja a modell első három LD komponensét.   
 
49. ábra. Egészséges agy és különböző rosszindulatú agyi elváltozások első három lineáris diszkriminancia 
komponensének ábrázolása. A mérések bipoláris csipesszel készültek. 
 
50. ábra. Bipoláris csipesszel agyi metasztázist eltávolító műtét közben felvett spektrumok  
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A spektrumokban a jel/zaj aránya magasabb, mint REIMS vagy CUSA esetén, illetve a 
tumorok elkülöníthetősége sem működött megfelelően, ezért a műtőbe egy érzékenyebb 
készüléket telepítettünk (LTQ Velos). Az alábbi spektrumok agyi metasztázis rezekciója közben 
készültek (50. ábra). 
Az idegsebészetben lenne talán a legfontosabb egy valós-idejű tumordiagnosztikai eszköz 
használata, és a felvázolt adatok alapján ennek nincsen elméleti akadálya. A tumoros szövetek 
határozottan elkülönülnek az egészséges szövettől, a primer tumorok is határozottan 
elkülönülnek a metasztázisoktól.  
V.2.4 Különböző módszerekkel készített adatbázis használata osztályozáshoz 
Korábban szó esett arról, hogy a térbeli felbontás miatt célszerű lenne egy lézeres képalkotó 
eljárással létrehozott adatbázis használata monopoláris és bipoláris mérések osztályozására. 
Különböző humán egészséges és tumoros szöveteket mértünk REIMS monopoláris, bipoláris, 
lézeres és ultrahangos ionizációval, majd minden módszerből külön hoztunk létre egy-egy 
PCA+LDA modellt, amit felhasználtunk osztályozásra. Mind a négy módszerrel készítettünk a 
modellhez teszt spektrumokat.  
Test halmaz  





3 scan  22 10 scan  102 3 scan  31 10 scan  128 3 scan  47 10 scan  137 3 scan  45 10 scan  
Monopolár  100.0 (15.38)  100.0 (86.36)  100.0 (3.92)  100.0 (41.94)  100.0 (13.04)  100.0 (15.79)  -  (0.0)  -   (0.0)  
Lézer  97.78 (69.23) 88.23 (77.27) 100.0 (11.76)  100.0 (93.55)  100.0 (84.78)  100.0 (100.0)  100.0 (2.17)  100.0 (6.25)  
Bipolár  100.0 (3.08)  100.0 (59.09)  -    (0.0)  100.0 (12.90)  95.0 (78.13)  100.0 (100.0)  -     (0.0)  -    (0.0)  
CUSA  -    (0.0)  0.0 (4.55)  -    (0.0)  50.0 (6.45)  41.25 (62.5)  20.0 (85.11)  98.73 (57.66)  100.0 (95.56)  
23. táblázat. Különböző módszerekkel készített spektrumok összehasonlítása. Zárójelben az osztályozott 
spektrumok százaléka található, a többi spektrumot az algoritmus nem tudta osztályozni. 
A 23. táblázat tartalmazza a teszt spektrumok osztályozásának korrektségét. A 20%-
kihagyásával készített kereszt-validáció eredménye: 96.72%. A monopoláris 
mérésekből készített modell hibátlanul osztályozott monopoláris, lézeres és bipoláris 
módszerekkel felvett adatokat is, azonban az általunk használt 3 scan (0.9 másodperc) 
esetén csak a spektrumok nagyon kis százalékát sikerült osztályozni. Nem tekinthető 
egy módszer használhatónak, ha a spektrumoknak csak kevesebb, mint 20%-át tudja 
osztályozni. CUSA-s mérésekre teljesen alkalmatlan akár a lézeres, akár a mono- vagy 
bipoláris mérésekből készített modell. A számunkra legfontosabb kérdésre azonban 
pozitív a válasz, lézeres mérésekkel készített adatbázis alkalmazható mono- és bipoláris 
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mérések osztályozására. Ennek megfelelően készítettünk egy mintavevő állomást, 
amellyel automatikusan tudunk majd szövettani metszetekből spektrumokat felvenni 
(még nem használjuk rutinszerűen). Az 51. ábra mutaja a mérési állomás vázlatát. 
 
51. ábra. Mintavevő állomás 
V.2.5 Ismeretlen eredetű primer tumorok meghatározása 
A mai napig előfordul olyan eset, amikor nem tudják meghatározni a metasztázis eredetét, 
pedig ez nagyon fontos lenne a mind a terápia mind pedig a prognózis szempontjából. 
Tapasztalataink alapján a metasztázisok spektruma jobban hasonlít a primer tumorra (és ez által 
arra a szövetre, amelyikben a primer tumor elhelyezkedik), mint arra a szervre, amiben 
elhelyezkedik. Az eddig bemutatott összes olyan modellben, ahol metasztázisok is szerepeltek 
(humán vastagbél-máj, humán tüdő, CUSA és bipoláris), a metasztázisokat egyértelműen el 
lehetett különíteni az egészséges szövettől és a primer tumoroktól. A debreceni Patológiai 
Intézetből kapott post-mortem, fagyasztott mintákból készítettünk modellt, és kereszt-








3 dimenzióban forgatható 
és mozgatható tárgyasztal 
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gyomor és végbél tumor áttéteket hasonlítottunk össze, illetve agyban kialakult tüdő, vastagbél 
és emlő áttéteket. 
 
V.2.5.1 Máj metasztázisai 
 
52. ábra. Egészséges máj és májban kialakult áttétek, a mérések monopoláris elektródával készültek, az első 















Máj 45 1 0 0 0 0 0 97.83 
Hep. Cell. 
Carcinoma 0 4 0 0 0 0 0 100 
Meta hasny. 0 1 26 0 0 2 10 89.66 
Meta vast.  0 0 0 10 0 0 0 100 
Meta végbél 0 0 1 0 2 1 5 50 
Meta gyomor 0 0 0 0 0 44 2 100 
 45 6 27 10 2 47 17 95.62 
24. táblázat. 20%-kihagyásával készült kereszt validáció eredményei 
 
A 24. táblázat foglalja össze a kereszt-validációval készült eredményeket. Az összes 
spektrum száma 154, ami meglehetősen kevés az optimálishoz képest, ezért a 95.62%-
os osztályozási pontosság megfelelőnek tűnik. A 104 metasztázisból készült 
spektrumból 87-et osztályozott az algoritmus összesen 94.25%-os pontossággal. A fals 
negatív értéke 0%, a fals pozitív értéke pedig 0.65%. Bár az eredmények nem közelítik 
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meg a 100%-ot, az algoritmus egyértelműen megállapította minden spektrumról, hogy 
az metasztázisból származik-e, és 94.25%-os pontossággal megállapította azt is, hogy 
milyen primer tumor metasztázisából. A készített modell első három diszkriminancia 
komponense látható az 52. ábran. 
Mindkét bemutatott modell nagyon kevés adatot tartalmaz, mégis jól működtek. Ez 
alapján alkalmas a kidolgozott módszer bizonyos esetekben a primer tumor 
meghatározásához a metasztázisok alapján. 
V.2.5.2 Agyi metasztázisok 
 
53. ábra. Egészséges agyszövet és agyban kialakult áttétek összehasonlítása. Az első három LD komponens 
látható, a mérések CUSA-val készültek. 
A modell 71 spektrumból áll, ami túl kevés ahhoz, hogy 20% kihagyásával kereszt-
validációt végezzünk, ezért a meglévő mérésekből állítottunk össze egy 75 spektrumból 
álló teszthalmazt. A teszthalmaz felismerése 100%-os volt, ami nem meglepő az 53. 
ábran látható eltérések ismeretében. Jelenleg nem áll rendelkezésünkre több adat, ezért 
csak a bemutatott modell alapján mondhatjuk azt, hogy valószínűleg alkalmas a 
kidolgozott sebészeti eszköz primer tumorok lokalizációjára/azonosítására 
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V.2.6 Humán sebészeti adatbázis  











Gyomor (23) Adenocarcinoma 11 94 85.9% -/5.4% 
 
Carcinoma 
sigillocellulare 3 15 - - 
 
Kevert – adenocc és 
sigillocell. carcinoma 2 27 92.6% -/3.7% 
 
Egészséges szövet 16 146 98.73% 1.27%/- 
Vastagbél 
(156) vakbél Adenocarcinoma 6 42 93.9% -/5.8% 
Colon Adenocarcinoma 56 383 93.1% -/6.8% 
Végbél Adenocarcinoma 22 243 97.5% -/2.5% 
Más  IBD (colitis ulcerosa vagy Crohn-betegség) 11 20 - - 
Más Adenoma 7 34 - - 
 Egészséges szövet 93 603 92.7% 7.2%/- 
Máj (35) Hepatocellular Carcinoma 5 23 87.0% -/0% 
 Metasztázis 16 96 97.6% -/0% 
 Egészséges szövet 21 169 100% 0%/- 
Tüdő (93) Adenocarcinoma 30 197 80.4% -/1.5% 
 
Carcinoma 
adenosquamosum 5 46 69.6% -/2.2% 
 
Carcinoma 
Neuroendocrinum 7 35 88.6% -2.9% 
 
Planocellular Carcinoma 14 66 83.3% -/1.5% 
 Más tumoros 5 16 - - 
 Más nem tumoros 9 - - - 
 Egészséges szövet 49 234 100% 0%/- 
Emlő (19) Lobular Carcinoma 17 44 95.5% -/0% 
 Benignus Adenoma 2 8 - - 
Agy (41) Glioblastoma 6 49 83.7% -/2.0% 
 Metasztázisok 10 99 92.3% -/7.7% 
 Más primer agytumorok 14 87 - - 
 
Egészséges fehér és 
szürkeállomány 4 19 89.5% 10.5%/- 
Eredmények  Ismeretlen eredetű primer 
  tumor meghatározása 
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25. táblázat. Az adatbázisba feltöltött spektrumokból készített modellek validálása kereszt-validációval. A 
kereszt-validáció során mindig egy beteget kihagytunk a tanító halmazból, megépítettük a PCA + LDA 
modellt, utána a beteg spektrumait osztályoztuk. Minden beteget pontosan egyszer hagytunk ki. A fals pozitív 
értéket a tévesen tumornak diagnosztizált egészséges szövet/összes egészséges szövet (bárminek diagnosztizált) 
szám adja, a fals negatív értéket pedig a tévesen egészségesnek diagnosztizált tumoros szöveti spektrum/ összes 
tumoros spektrum (bárminek diagnosztizált) arányszám adja.   
  
A 2012. június 20-ai humán sebészeti adatbázisból készült modelleket foglalja össze a 25. 
táblázat és 26. táblázat. 
 









Gyomor  Adenocarcinoma  3 80 86.3% 95.1% / 100% 
Vastagbél  
vakbél  Adenocarcinoma  3 
389 98% 98% / 97.9% Colon  Adenocarcinoma  27 
Végbél  Adenocarcinoma  15 
Máj  
Hepatocellular 
Carcinoma  2 105 95.2% 98.2% / 94% 
Metastasis  5 
Tüdő  
Adenocarcinoma  11 
207 83.6% 98.6% / 92% Squamous cell 
Carcinoma  2 
Emlő  Lobular Carcinoma  5 22 100% 100% / - 
Agy  Változó  11 74 87.8% 100% / 100% 
26. táblázat. Sebészeti adatbázisból készült modellek validálása az adatbázisba fel nem töltött betegekből 
készült validáló halmazzal. 
 
Az osztályozás jóságát az adatbázisban még nem szereplő betegek adataival ellenőriztük, 
illetve azokban az esetekben, ahol nem állt rendelkezésre plusz beteg adat, kereszt-validáció 
történt minden alkalommal egy beteg kihagyásával. Ezekben az esetekben felépítettük a 
megfelelő modellt egy beteg összes spektrumának kihagyásával, majd a felépített modellt 
használva a kihagyott beteg spektrumait osztályoztuk. Az érzékenység a jól osztályozott 




Doktori munkám célja egy olyan diagnosztikai módszer kidolgozása volt, ami 
alkalmas különböző szöveti degenerációval járó betegségek gyors, valós idejű 
diagnosztikájára. A specifikus markerekkel szemben, egy új proteomikai, illetve 
lipidomikai megközelítéssel, tehát teljes rendszerek átfogó vizsgálatával próbálkoztam.  
Az általam korábban vizsgált 1-dimenziós gélelektroforézis nem választotta kellően 
szét az agyban található fehérjéket, ezért csak fehérjecsoportok változását kimutató 
módszernek lehet használni, illetve gondosabb mintaelőkészítést igényelne, ami a 
diagnosztika 3 napos időtartamát még tovább növelné. A 2-dimenziós gélelektroforézis 
és tömegspektrometriás fehérje azonosítás alkalmas átfogó rendszerek vizsgálatára, 
azonban a feltételek hiánytalan rendelkezésre állásának esetén is minimum 4 napot vesz 
igénybe egy minta azonosítása, ami nem tekinthető gyors diagnosztikának.  
A tisztán tömegspektrometrián alapuló technikák közül az általam használt és a 
kutatócsoporttal közösen kifejlesztett direkt, gyors evaporációs technika hozta meg az 
áttörést a minta diagnosztikához szükséges időben. Az általam fejlesztett módszerek és 
algoritmusok segítségével egy előre felépített adatbázis alapján a minta feldolgozása 
körülbelül 0.1 másodperc, tehát a mintavételezés után 0.1 másodperccel már meg tudjuk 
jeleníteni az eredményt. Az előző technikákkal szemben, direkt (minta előkészítés 
nélküli) tömegspektrometriával inkább lipid komponensek alapján történik az 
azonosítás. Kutatásaim során így jutottam el az elektroforézisen alapuló 
fehérjevizsgálattól a tömegspektrométeren alapuló lipid vizsgálathoz.  
A gyors evaporációs ionizációs tömegspektrometria (REIMS) különböző sebészeti 
eszközökkel kapcsolva minimális minta előkészítést sem igényel, és alkalmas a 
szövetek membrán lipid eloszlása alapján a különböző szervek és szövetek 
elkülönítésére. A módszer használható sebészeti lézerrel, elektrosebészeti eszközzel 
(monopoláris elektróda) és sebészeti bipoláris csipesszel is különböző tumoros 
elváltozások diagnosztikájára. Ezen kívül ultrahangos készülék használata során 
keletkezett szövettörmelék analízise is megvalósítható, ami szintén szövet specifikus 
ujjlenyomatot eredményez.  
A módszert továbbfejlesztve, az eredeti elvárásokat messze felülmúlva, eljutottunk 




létrehozott algoritmussal elkülöníteni, hanem különböző tumorok felismerésére, illetve 
metasztázisból primer tumor szövettani eredetére is lehet következtetni. Alkalmas ezen 
kívül a bélfal különböző rétegeinek elkülönítésére, és bizonyos elváltozások 
felismerésére (ödémás szövet vs. egészséges szövet). 
Monopoláris és bipoláris elektródákat használva az eszközzel elérhető felbontás nem 
nagy, ezért az eszköz inkább alkalmas meghatározott képletek vizsgálatára, és kevésbé 
alkalmas arra, hogy a tumor eltávolítása során az infiltratív mikroszálakat azonosítsuk 
vele. Az apróbb infiltrációk megtalálásánál van szükség bizonyos tumor marker 
membránlipidek használatára, amelyek többféle tumorban előfordulnak, azonban ez 
még a jövőbeli fejlesztések részét képezi. A módszer ereje kevésbé a nagy felbontásban 
van, inkább a valós-idejű diagnosztikában. 
A tumor és a gyulladásos gócok felismerésében is segítséget nyújthat az 
endoszkópos kivizsgálás során alkalmazott tömegspektrometriás szövetazonosítás. 
Endoszkópos vizsgálatnál az elváltozás megfigyelése mellett lehetőség van citológiai és 
biopsziás minták begyűjtésére is. Egy endoszkóphoz csatlakozó mintavételi eszköz 
alkalmas lehet in-situ mintavételre, ami lehetőséget nyújt a nem értelmezhető helyeken 
a késlekedés nélküli új mintavételre, pozitív diagnózis esetén pedig a rövid időn belüli 
műtéti beavatkozásra. Az in-situ mintavételezéshez az endoszkóp munkacsatornáján 
bevezetett mintavételhez használható diathermiás elektródából és a munkacsatornához 
kapcsolódó elszívó berendezésből álló rendszer használható, amelynek megvalósítása 
folyamatban van.  
A dolgozatban bemutatott eszköz fejlesztésén többen dolgoztunk. Én végeztem a 
mintavétel módjának kidolgozását, hogy egy új kémiai-analitikai technológia humán 
műtőben, sebészeti eljárás közbeni mintavételre és így diagnosztikára alkalmassá 
váljon. Ebbe a folyamatnak része volt a mérési mechanizmus(ok)nak, az adatok 
tárolásának, kiértékelésének és a kiértékeléshez használt algoritmusoknak a 
kidolgozása. A munkám során először beállítottam a mérés paramétereit különböző 
piacon kapható disznó szervet használva. Megfelelő mennyiségű adatgyűjtés után 
különböző determinisztikus, többváltozós statisztikai módszer közül a főkomponens 
analízis és lineáris diszkriminancia analízis együttes alkalmazását választottam. Az 
algoritmus fejlesztése mellett, az OSSKI állatorvosi műtőjében fejlesztettem az in-vivo 
mintavételi eljárást spontán tumoros állatokon végzett műtétek alatt. Debrecenben 




a humán in-vivo és ex-vivo adatgyűjtést. Az összes rögzített nyers adat hozzám futott 
be, amelyek teljes feldolgozása és kiértékelése az én feladatom volt. Az én munkám 
továbbá a program szerkezetének leírása, a funkciók, a feldolgozó algoritmusok, a 
különböző beállítási feltételek, osztályozások kidolgozása volt. 
Munkám során egy teljesen új, tömegspektrometrián alapuló, szövet azonosítási 
módszer gyakorlati megvalósításán dolgoztam. Főbb feladataim az applikáció 
használatának fejlesztése és a módszer elméleti hátterének és szoftverének biztosítása 
voltak. Ismert algoritmusokra alapuló, néhány egyéni kiegészítést tartalmazó feldolgozó 
rendszert építettem ki az adatok feldolgozásához, melynek eredményeképpen sikerült a 
sebészek, illetve számos publikáción keresztül a tudományos közösség számára 
bizonyíthatóvá tenni, hogy az egyszerű kémiai analízisen alapuló ötletből kifejlesztett 
rák sebészeti és in-vivo diagnosztikai eszköz megvalósítható és releváns információt 
képes nyújtani a műtétet végző sebészek számára. A fejlesztés eredményeképp létrejövő 
első, kísérleti prototípusok már megtalálhatóak a sebészeti klinikákon1.  
A doktori munkámban bemutatott módszer számtalan lehetőséget vet fel sebészeti 
beavatkozások során végzett in-vivo diagnosztika tekintetében. Egyik legfontosabb 
felhasználási területe különböző primer agytumorok rezekciójánál lenne, ahol a mai 
napig a sebész a saját tapasztalatait és megítélését használja fel a tumor szélének 
eltávolítása során. Egy objektív diagnosztikai eszköz, amely képes arra, hogy biztosítsa 
az idegsebészt az általa eltávolítottnak vélt tumort határoló szövetről, hogy abban már 
nincs tumorsejt, vagy ellenkezőleg, figyelmezteti az idegsebészt, hogy még van 
tumorsejt, hatalmas segítséget jelente az agysebészetben. Általános sebészetben is 
számos érvet lehet felhozni egy in-vivo diagnosztikai eszköz kifejlesztése és használata 
mellett (emlő, máj, pajzsmirigy műtétek és bármilyen komplikáció), nem beszélve arról, 
hogy az eszköz mögött rejlő adatbázis több ezer patológus tudását ötvözheti. 
Összességében úgy gondolom, hogy hatalmas előrelépés lenne a tumor sebészetben 
egy REIMS-en alapuló diagnosztikai eszköz használata, ami segítené a sebész precíz 
munkáját, a műtőasztalon történő döntését és a beteg túlélési esélyét. 
                                                 
 
1 Jelenleg a Debreceni Egyetem Sebészeti Klinikáján, Idegsebészeti Klinikáján, a Semmelweis 
Egyetem I. Sebészeti Klinikáján és az Imperial College NHS Trust St. Mary’s Kórházában (London) 
található készülék.     
 
VII. Jövőbeli tervek 
Debrecen és Budapest mellett Németországban (Giessen és Hamburg) és Angliában 
(London és Manchester) is szeretnénk ilyen készüléket kihelyezni a közeljövőben. Az 
eszközben található tömegspektrométer nagy valószínűséggel a Waters cég által gyártott 
készülék lesz, akikkel közösen fejlesztjük ki a tömegspektrométert és a hozzá tartozó 
atmoszferikus interface-t. Szoros együttműködés alakult ki továbbá a londoni Imperial 
College egy kutatócsoportjával is.  
A feldolgozó algoritmusban több változást is szeretnék véghezvinni.  
1. Először is az egységnyi tömegspektrometriás felbontásról áttérünk a nagy 
felbontásra, azaz a spektrumot egységnyinél kisebb tömegértékekre bontjuk 
fel. Ezek mellett tervezünk valamilyen szelektáló algoritmust beiktatni, mert 
0.01Da-os tömegfelbontás mellett 600-900-ig 30.000 dimenziós adat 
vektorunk lenne, amivel már nehéz számolni. Ezért nagy felbontás esetén 
előfordulhat, hogy a PCA-t előre megadott 1-2000 csúcson fogjuk 
véghezvinni. Mostani tapasztalataim alapján kis felbontású készülékek 
esetén 0.1-0.33 Da-os felbontás mellett vannak a legjobb osztályozási 
eredmények. A tömegértékre való felbontás is történhet többféle módon. 
Lehet átlagolni a csúcsok intenzitásértékét, de lehet median-t, summa-t vagy 
maximumot is nézni. Mostani tapasztalataink alapján neuronhálók esetén 
summa a legjobb, PCA-LDA algoritmus esetén pedig az átlag és a summa.   
2. Természetes marker alapú diagnosztikát is tervezem bevezetni, ahol egy 
tumorra specifikus néhány lipid csúcsát is figyeli az algoritmus, és ha 
megjelennek, vagy egy bizonyos határnál magasabban lesznek a figyelt 
csúcsok, akkor figyelmeztet, hogy nagy valószínűséggel tumorból történt a 
mintavételezés. 
3. Alternatív megoldásként determinisztikus neurális hálókat tervezek használni 
osztályozásra. A neurális hálók előnye, hogy egy hálózatba sokkal többféle 
szövettípust lehet beépíteni, mint az LDA esetén. Az eddig gyűjtött 
adatokból készíteni fogok egy hálózatot a teljes agyra, egy hálózatot a 
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X.1 Szinaptoszóma preparálás 
Oldatok: (4 C-on, frissen kikeverve) 
 0.32M szukróz (M = 342.3 g/mol, 1.1g/10 ml 2x desztillált víz (ddw)) 
 0.8 M szukróz (2.74g/10 ml ddw) 
 Fizsó 
Szinaptoszóma preparálás 
1. Egy egér agya körülbelül 300mg. Egy mintához 3 egér agya szükséges, ez jó 
esetben 1g. Az agyakat 10x-es mennyiségű 0.32M-os szacharóz oldatba kell 
majd rakni, ami 3 egér agynál kb 10 ml. Érdemes kb 3-4 ml szukrózt egy kis 
főzőpohárba kitenni, és lemérni a főzőpoharakat, hogy végül meg tudjuk 
határozni az agyak tiszta tömegét.  
2.  Az egerek agyát kiszedjük, és 4 fokos fizsóba tesszük. Várunk egy-két percet, 
hogy lehűljenek, illetve, hogy a fizsó egy kicsit letisztítsa, utána kiszedjük egy 
jéggel teli petrire, és a megfelelő struktúrát pengével apró darabokra metszük. 
Patkány esetén érdemes a hártyákat lepreparálni. Az apró darabokat a kimért 
szukróz oldatba tesszük. 
3. Lemérjük a főzőpoharakat ismét, hogy megtudjuk az agy tiszta tömegét(ennek a 
10x-ébe kell majd a homogenizálás végén lennie), majd átöntjük az egészet egy 
homogenizáló potterbe. 
4. Homogenizálás lehetőleg 4 fokon, 5-ször 750-es fordulaton, és még 10x 1400-as 
fordulaton. 
5. A homogenizált juice-t mérőhengerbe töltjük, és felöntjük 0.32M-os szukrózzal 
(a pottert mosva közbe) a megfelelő térfogatra., majd a cuccot a centrifuga csőbe 
helyezzük. 
6. Centrifugálás: 1500g 10 perc. A centrifuga csövön bejelöljük, hogy meddig ér a 
folyadék, majd a felülúszót egy főzőpohárban gyűjtjük. A pellet nagyon laza, a 
fehér cuccot (mielin csík) már nem szabad leönteni! A főzőpoharat jégen 
tároljuk.  
7. A felülúszó leöntése után a csővet ismét jelig töltjük szukrózzal, 
felszuszpendáljuk a pelletet, és újra centrifugálunk. (összesen érdemes 3x 
centrifugálni, így kevesebb megy kárba) 
8. 20 perc 9500g kiülepítés. Most a pellet kell. (Laza a pellet!) 
9. Az előző centrifugálás alatt előkészülünk a grádiens fugára. 20 ml 0.8M 
szukrózt teszünk a csövek aljába, az előző pelletet 5 ml (pontosan!) 0.32M 
szukrózban szuszpendájuk fel (azaz a csőben maradó cukor is számít). Az 5 ml-t 
óvatosan rárétegezzük a 20 ml-re. 
10. Grádiens fuga: 9500g 20 perc, a féket ki kell kapcsoni, vagy le kell csökkenteni! 
A csövet befogjuk állványba, egy fecskendőre húzott műanyag csövet hirtelen 
lehelyezünk a pellet mellé. A pellet körül lévő folyadékot szívjuk le, de a 
szöszös részt már nem szabad. Ez kb 13-15 ml folyadék. 
11. A leszívott folyadékot 2x-re higítom hideg 2x ddw-zel. 
12. Ülepítés 20.000g 15 perc, a felülúszót határozottan, de óvatosan leöntöm, majd a 
pelletet felszuszpendálom ddw-ben. Összesen annyi ddw-be rakom, amennyiben 




13. 1 órát hagyom jégen állni (ozmotikus sokk). 
14. Utána ismét centrifuga csőbe teszem, 15 perc 20.000g ülepítés. A pelletet 
felszuszpendálom 5 ml 0.32M-os szukrózban 
15. Ismét grádiens centrifuga, 9500g 20 perc fék ki! Leszívom a megfelelő részt, 
ismét 2x-re higítom ki ddw-zel 
16. Ülepítés 15 perc 40.000g vagy 30 perc 20.000g. A pellet a végeredmény (ON 
hűtőben!). 
A fehérjék kicsapása 
A szinaptoszóma prepit ddw+inhibitor koktélban oldottuk fel, egy éjszakát a 
hűtőben tároltuk. 
1. 1 100% TCA : 8 aceton oldatot keverünk, 1:4 arányban tesszük a mintára (100ul 
oldat 400ul fehérjéhez). ON -20 fokon, mélyhűtőben. 
2. Másnap 20.000 rpm 30 perc (Eppendorfban) A pelletet csak fellazítjuk a 
pipettahegy végével, nem szuszpendáljuk fel, mert túl nagy lenne a veszteség! 
3. Mosó oldat: 80% aceton, 1% merkaptoetanol, többi ddw. A pelleteket kb 500ul 
ilyen oldatba helyezzük, várunk 1-2 órát (jégen). 
4. Mosás tiszta acetonban 6-10-szer 14.000 rpm, 10 perc. Eleinte 500 ul acetonban, 
később elég 200ul. 
5. Addig mossuk, amíg a pelletből eltűnik a TCA rózsaszínes árnyalata, és fehér 
lesz. Ekkor felvesszük lízis pufferben. 
SDS-gélek(30ml, egy gélre) 
   7.5%  10%  12.5%   felső gél 
AA-bis  7.5ml  9.99ml  12.51ml  1.05ml 
Ddw  14.7ml  12.21ml 9.69ml   4.2ml 
1.5M Tris pH=8.8 7.5ml  7.5ml  7.5ml      - 
0.5M Tris pH    -     -     -   1.75ml 
20% SDS  0.15ml  0.15ml  0.15ml   35ul 
TEMED  9.9ul  9.9ul  9.9ul   5ul 





Fehérje inhibitor koktél (500-1000ul mintába) 
Aprotinin (2,5g/ml) 5ul 
Leupeptin (10mM) 2.7ul 
Pepstatin (1mg/ml) 12.5ul 
PMSF (200mM)  1.66ul 
Benzamidin(100mM) 5ul 
 
Lízis puffer (20ml, -20C) 
Urea(7M)   9.25g 
Thiourea(2M)  3.05g 
CHAPS(4%)  0.8g 
Tris(20mM)  0.024g 




Tris pH=6.8  120mM 
Glicerin   20v/v% 
SDS   4% 
DDT   200mM 
BFB   szemre 
 
Fixáló (lefuttatott gélre, 300 ml) 
Metanol(40%)  120ml 
Foszforsav(5%)  17.64ml 
Ddw   maradék 
 
ColloidCoomassieBlue (500ml) 
CCB(0.12%)   10 ml 
Ammónium-szulfát(10%) 50g 
Foszforsav(10%)   50ml 
Metanol(20%)   100ml 




X.2  Szövetani metszetek 
 
54. ábra. a-b) Vastagbél adenocarcinoma májátéte - hematoxilin-eozin festés különböző nagyításon, c) CK20 






Doktori munkám során egy gyors szövetazonosítási és diagnosztikai eljárás 
kidolgozásával foglalkoztam. Kezdetben 1- és 2-dimenziós elektroforézissel és 2-
dimenziós HPLC-vel választottuk szét a mintákat, majd tömegspektrométerrel 
azonosítottuk az egyes komponenseket. Az 1-dimenziós gél elválasztás és a 2-
dimenziós HPLC technika nem bizonyult elég specifikusnak, a 2-dimenziós 
gélelektroforézis pedig nem tekinthető „gyors” diagnosztikának. Így jutottam el a 
tisztán tömegspektrometriára alapuló módszerekhez. 
2009-ben publikáltuk először a gyors evaporációs ionizációs tömegspektrometria 
módszerét (REIMS), amelyről bebizonyítottuk, hogy a minta előkészítése nélkül in-situ, 
in-vivo szövetspecifikus spektrumok nyerhetőek vele. Ez a felfedezés lehetőségek 
széles tárházát nyitotta meg előttünk, mi sebészeti eszközökhöz kapcsolva egy műtét 
során használható valós-idejű orvosi diagnosztikai eszköz készítésére használtuk fel. 
Tumor eltávolító műtétek során az orvos által használt eszközzel generált aeroszolt, 
illetve szövettörmeléket egy tömegspektrométerrel analizáljuk, majd a kapott spektrum 
alapján megállapítjuk, hogy milyen szövetet vágott éppen a sebész. Amennyiben 
kérdéses a sebész számára, hogy sikerült-e a tumort teljesen eltávolítani, vagy 
valamilyen ismeretlen képletet talál, akkor egy gyors mintavételezéssel 1 másodperc 
alatt információt tud szerezni a kérdéses szövetről. A gyors evaporációs technikát 
kombinálni lehet számos sebészeti eszközzel, a dolgozatomban négy különböző ilyen 
technikát mutatok be: monopoláris elektrosebészeti eszköz, bipoláris csipesz, sebészeti 
lézer és ultrahangos vágó. Az eszköz fejlesztésének nagyon fontos kérdése volt a mért 
spektrumok feldolgozása, és az osztályozási algoritmusok, amellyel a szövet azonosítás 
történik. Dolgozatomban részletesen bemutatom az eszköz működését több gyakorlati 
példán keresztül, kitérek az általunk fejlesztett adatbázisra és az eddig gyűjtött 
spektrumokra, a spektrumok tárolásával kapcsolatos kérdésekre (spektrumok időbeli 
átlagolása, osztályozása, stb.), illetve a feldolgozó és osztályozó algoritmusra 
(főkomponens analízis + lineáris diszkriminancia analízis) és az ezzel kapcsolatos 
kérdésekre (dimenziószám, spektrumok hossza, stb.).  
A dolgozatomban bemutatott sebészeti eszköz alkalmasnak bizonyult tumoros és 
egészséges szövet elkülönítésére, illetve szövet azonosításra megfelelő paraméterek 





During my PhD work, I have been working on a fast diagnostic and tissue 
classification method. In the beginning, I used 1 and 2 dimensional gelelectrophoresis 
and 2 dimensional HPLC to separate the proteins in the samples, and the components 
were identified with mass spectrometer. 1 dimensional electrophoresis and 2-D HPLC 
techniques are not specific enough for separation, while 2D-gelelectrophoresis is hardly 
a “fast” method. Thus I moved on to direct mass spectrometry methods.  
We first published the method of Rapid Evaporative Ionization Mass Spectrometry 
(REIMS) in 2009. This method is eligible for gaining in-vivo, in-situ tissue-specific 
spectra without any sample preparation. This new discovery opened a wide range of 
possible applications, however we used it for creating a real-time medical diagnostics 
unit coupled with commercially used surgical tools in the theatre. The instrument is 
used during tumor resections in the theatre. The generated surgical aerosol or tissue 
debris is transported to the distant mass spectrometer, analyzed and compared to a 
tissue-specific validated database, in order to classify the tissue just sampled. If the 
surgeon has any questions about an unknown tissue during the operation, this 
instrument can give information within 1 second. Rapid evaporative method can be 
combined with a couple of commercially available surgical tools, I demonstrate four of 
these techniques in my thesis: monopolar surgical tool, bipolar surgical tool, surgical 
laser and ultrasonic surgical tool. An important part of the development of the 
instrument was the analysis of spectral data, classification algorithm and the building of 
the tissue-specific spectral database.  
In my thesis I introduce the operation of this newly developed instrument in details 
using a couple of real life examples, I will also present our database, the gained spectra 
and the problem of storing these spectra (averaging, classifying, etc.). I will demonstrate 
the classification algorithm now used (PCA + LDA) and all problems regarding to the 
algorithm (number of dimensions, normalization, managing outliers, etc.). 
The surgical device presented in my thesis is feasible for separating cancerous and 
healthy tissue, and when using correct parameters the sensitivity and specificity of the 
classification is > 99.5%.  
 
